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ABSTRACT

Synthesis of biopolymers (peptides, proteins and nucleic acids) has long been in the
range of interest of numerous chemists. The primary structure of biomolecules consists of
linear and repeating sequences of monomeric units (aminoacids, nucleic bases, sugars)
in a specifically determined orientation. Therefore, chemical synthesis of biopolymers com-
prises a lot of identical, repetitive steps (condensation, chain elongation and purification).

Solid phase method is currently used also for the oligonucleotide [2, 3] (Figure 1) and
oligosaccharide synthesis. There exist interesting applications of analogous approach
to combinatorial synthesis of small molecules (Solid Phase Organic Chemistry – SPOC)
[4, 5].

Automation of the phosphoramidite method of oligonucleotide synthesis process pro-
posed by Caruthers [6] made an enormous impact on biological, medical and biotechnolo-
gical sciences. It is beyond any doubt that this is the fastest and the most convenient
method of oligonucleotide synthesis aimed at biological research. Solid phase synthesis
has many advantages, however, it is not free of drawbacks either.

Depending on the synthesis method, various types of supports are used. An ideal
support should have an appropriate and reactive chemical group on its surface, e.g. –NH2,
–OH, –COOH, by means of which it is connected to the linker and the first unit of the
monomer. Surface functionalization of the solid phase determines the number of available
reactive groups and characterizes support loading expressed in micromoles per gram.

Nucleosides are attached to the support by a linker, the choice of which depends
on the reaction conditions. The linker arm must be designed in such a way that it is adjusted
to the cleavage conditions and deprotection procedures.

Depending on the synthesis purpose and the type of a oligonucleotide, various linker
arms are used. They include: linker arms cleaved after synthesis, labile linker arms, univer-
sal linkers [21, 22], and the linker arms for deprotection of the immobilized products
[26, 27].

Among numerous methods of oligonucleotide synthesis, the phosphoramidite
method is the most common. The phosphoramidite approach (Figure 10) allows for obtai-
ning both natural DNA/RNA and plenty of modified analogs (phosphorothioates, phos-
phoroselenoathes, triesters and others). Its alternative is the H-phosphonate method
(Figure 11) [40–42]. Particular advantage of this method is that it can be used in the syn-
thesis without protection of nucleobases.

Depending on its destination, the synthesis must be very carefully designed conside-
ring the strategy of group protection to make them stable under reaction conditions.
A decision must be also made whether to use the phosphoramidite method or the H-phos-
phonate method taking also into account whether the product is to be immobilized on the
support or not, which depends on expected results.

Keywords: oligonucleotide synthesis, phosphoramidite method, H-phosphonate method,
supports, linkers

S³owa kluczowe: synteza oligonukleotydów, metoda amidofosforynowa, metoda H-fosfo-
nianowa, z³o¿a, linkery
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WSTÊP

Synteza biopolimerów (peptydów, bia³ek, kwasów nukleinowych) od dawna
budzi³a zainteresowanie chemików. Pierwszorzêdowa struktura tych biomoleku³
sk³ada siê z liniowo u³o¿onych, powtarzaj¹cych siê sekwencji zasad nukleinowych
w œciœle okreœlonej orientacji. Chemiczna synteza biopolimerów obejmuje wiêc wiele
powtarzaj¹cych siê etapów (kondensacja, wyd³u¿anie ³añcucha, oczyszczanie).

Prze³omem w tej dziedzinie by³a synteza polipeptydów na sta³ym z³o¿u polisty-
renowym, opracowana przez Merrifielda [1], uhonorowana Nagrod¹ Nobla w 1984,
w dziedzinie chemii.

Synteza na fazie sta³ej jest obecnie wykorzystywana równie¿ do syntezy oligo-
nukleotydów [2, 3] (Schemat 1) i oligosacharydów. Ponadto, istniej¹ interesuj¹ce
zastosowania tej metody do syntezy ma³ych cz¹steczek organicznych (ang. Solid
Phase Organic Chemistry, SPOC) [4, 5].

Automatyzacja procesu syntezy oligonukleotydów metod¹ amidofosforynow¹,
zaproponowana przez Caruthersa [6, 7], wywar³a ogromny wp³yw na postêp w nau-
kach biologicznych, medycynie i biotechnologii. Jest to obecnie najszybszy sposób
syntezy krótkich oligonukleotydów (od kilku do kilkudziesiêciu nukleotydów), wyko-
rzystywanych jako startery do amplifikacji i sekwencjonowania DNA oraz jako sondy
hybrydyzacyjne [8]. Ponadto mo¿liwoœæ uzyskania znacznych iloœci oligonukleoty-
dów wskutek automatyzacji procesu ich syntezy sprawi³a, ¿e krótkie fragmenty DNA
i RNA zaczêto z powodzeniem wykorzystywaæ w celu zahamowania syntezy niepo-
¿¹danych bia³ek (tzw. oligonukleotydy antysensowe i antygenowe oraz oligonukle-
otydy o w³aœciwoœciach katalitycznych – rybozymy i deoksyrybozymy) [9] lub zmiany
ich dzia³ania (tzw. oligonukleotydy o w³aœciwoœciach aptamerów).

W prezentowanym opracowaniu pokazano aktualny stan wiedzy na temat mo¿-
liwoœci i ograniczeñ syntezy oligonukleotydów na fazie sta³ej, z uwzglêdnieniem
specyfiki ró¿nych z³ó¿.
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Schemat 1. Uproszczony schemat syntezy oligonukleotydów na fazie sta³ej.
Etapy 2–5 powtarzane s¹ n razy, w celu otrzymania oligonukleotydu o zaplanowanej sekwencji

Figure 1. Simplified scheme of solid-phase oligonucleotide synthesis.
Steps 2–5 are repeated n-times to assemble oligonucleotide with a designed sequence

1. CHARAKTERYSTYKA METODY, ZALETY I OGRANICZENIA

W metodzie syntezy oligonukleotydów na sta³ym noœniku nierozpuszczalne
pod³o¿e jest kowalencyjnie po³¹czone z jednym z koñców syntetyzowanego ³añcu-
cha oligonukleotydowego, który jest dostêpny dla reagentów znajduj¹cych siê
w jego otoczeniu, w roztworze. Wyd³u¿any produkt pozostaje kowalencyjnie zwi¹-
zany z pod³o¿em przez ca³y czas trwania syntezy. Aby zakoñczyæ cykl syntezy (reakcja
wyd³u¿ania ³añcucha o jeden nukleotyd) i oddzieliæ produkt, nieprzereagowane rea-
genty nale¿y usun¹æ (filtracja, a nastêpnie przemycie z³o¿a rozpuszczalnikiem) i wów-
czas pod³o¿e z przy³¹czonym do niego produktem jest gotowe do nastêpnego etapu.
Koñcowy produkt jest uwalniany w wyniku rozerwania wi¹zania kowalencyjnego
z ³¹cznikiem (linkerem).
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W praktyce aby zminimalizowaæ wp³yw warunków zewnêtrznych i zachowaæ
w pe³ni bezwodne œrodowisko reakcji tak¹ syntezê przeprowadza siê w szczelnie
zamkniêtych reaktorach lub kolumnach.

Istotnymi zaletami metody syntezy na sta³ym noœniku s¹:
• ³atwoœæ oddzielania produktów zwi¹zanych ze z³o¿em (immobilizowanych

na z³o¿u) od innych reagentów i produktów ubocznych,
• automatyzacja metody pozwalaj¹ca na du¿e zró¿nicowanie skali syntezy

(od 40 nmoli do 1 µmola) [10], jak równie¿ na zastosowanie analogicznych
regu³ w stosunku do skali wielokilogramowej,

• uniwersalnoœæ metody umo¿liwiaj¹ca syntezê modyfikowanych oligonu
kleotydów, poprzez wprowadzanie ró¿nych niestandardowych lub modyfi-
kowanych zasad w monomerach lub modyfikacjê wi¹zañ internukleotydo-
wych [11, 12],

• mo¿liwoœæ syntezy bibliotek oligonukleotydowych [13, 14].
Jednak, oprócz wy¿ej wymienionych zalet, proces syntezy na pod³o¿u sta³ym

zwi¹zany jest z szeregiem ograniczeñ.
• Koñcowa wydajnoœæ produktu spada wraz ze wzrostem liczby etapów. Dla

pentanukleotydu – przy za³o¿eniu, ¿e wydajnoœæ pojedynczego etapu przy-
³¹czania wynosi 90% (0,9), obliczona sumaryczna wydajnoœæ wynosi:
0,94 × 100% = 66%, zgodnie z poni¿szym wzorem:

Wk = Wn–1 × 100%,

gdzie: Wk – wydajnoœæ koñcowa syntezy, W – œrednia wydajnoœæ pojedynczego przy-
³¹czenia, (n–1) – liczba etapów, n – d³ugoœæ oligonukleotydu.

Warunkiem powodzenia syntezy jest zatem uzyskanie na wszystkich jej eta-
pach wydajnoœci bliskich 100%.

• Tworzenie nieprawid³owych (krótszych) sekwencji równie¿ wp³ywa na obni-
¿enie wydajnoœci ca³kowitej i zanieczyszczenie oczekiwanego produktu. Ich
iloœæ mo¿na zminimalizowaæ poprzez wprowadzenie etapu acylowania nie-
przereagowanych funkcji hydroksylowych po ka¿dym etapie wyd³u¿ania
³añcucha (ang. capping).

• Nieca³kowite odblokowanie oligonukleotydu oraz jego w³aœciwoœci fizyko-
chemiczne (tworzenie form ustrukturyzowanych, niska rozpuszczalnoœæ itp.)
determinuj¹ wyizolowanie oligonukleotydu o pe³nej d³ugoœci (n).

• Trudne jest analizowanie produktów przy³¹czonych do z³o¿a na ka¿dym etapie
reakcji, z wyj¹tkiem kontroli reakcji detrytylowania (metoda UV).
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2. STA£E NOŒNIKI

W zale¿noœci od metody syntezy, stosuje siê ró¿nego rodzaju z³o¿a posiadaj¹ce
odpowiedni¹, reaktywn¹ grupê chemiczn¹ na powierzchni, np. –NH2, –OH, –COOH,
za pomoc¹ której ³¹cz¹ siê z linkerem (³¹cznikiem) i z pierwsz¹ jednostk¹ mono-
meru. Dostêpnoœæ powierzchni noœnika (fazy sta³ej) dla reagentów jest czynnikiem
decyduj¹cym o wyborze fazy sta³ej. Dodatkowymi czynnikami maj¹cymi istotny
wp³yw na w³aœciwoœci fazy sta³ej s¹: rozwiniêta powierzchnia warunkuj¹ca du¿¹
powierzchniê noœn¹, czynniki steryczne oraz prêdkoœæ dyfuzji przez pory.

Schemat 2. Struktura dwóch najczêœciej stosowanych z³ó¿ wykorzystywanych w syntezie oligonukleotydów.
(A) LCAA-CPG. (B) Aminometylo-polistyren (niepêczniej¹cy, wysoce usieciowany).

W obydwóch przypadkach nukleozyd jest po³¹czony z grup¹ –NH2 z³o¿a za pomoc¹ reszt bursztynylowych
Figure 2. The structure of the two most commonly used phases utilized in oligonucleotide synthesis.

(A) LCAA-CPG. (B) Aminomethyl polystyrene (nonswelling, highly cross-linked).
In both cases, a nucleoside is attached to the amino group –NH2 of the support

through the succinic acid linker

W syntezie niemodyfikowanych oligonukleotydów wykorzystuje siê przewa¿-
nie fazy sta³e o upakowaniu ~ 40–300 µmol/g [15].

£¹cznik zbudowany jest z dwóch oddzielnych fragmentów. Pierwszy stanowi
reszta ³¹cz¹ca aktywne grupy (–NH2, –OH) z rdzeniem fazy sta³ej. £¹cznikami s¹
najczêœciej kwasy dikarboksylowe (np. kwas bursztynowy) [16], które ³¹cz¹ nukle-
ozyd z pod³o¿em poprzez wi¹zanie estrowe i amidowe [17]. Drugi fragment stanowi
d³u¿szy ³añcuch alkilowy, alkiloaminowy (ang. long-chain alkiloamine CPG, LCAA-
CPG). Preferowane s¹ d³u¿sze ³añcuchy, które oddzielaj¹ terminalne grupy od powierz-
chni z³o¿a (Schemat 2).

Wiêkszoœæ linkerów wykazuje stabilnoœæ w warunkach kwasowych i ulega
hydrolizie w warunkach silnie zasadowych, co umo¿liwia zastosowanie kombinacji
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najbardziej popularnych grup ochronnych – kwasolabilnej 5’-dimetoksytrytylowej
(DMT) do protekcji grupy 5’-OH, zasadolabilnych grup acylowych do protekcji
grup egzoaminowych nukleozasad i grupy β-cyjanoetylowej do protekcji funkcji
fosforanowej.

Linkery powinny charakteryzowaæ siê szczególnie wysok¹ stabilnoœci¹ w przy-
padku, kiedy usuwanie grup ochronnych oligonukleotydu ma miejsce przed ich oder-
waniem od z³o¿a, np. synteza immobilizowanych bibliotek oligonukleotydowych.

Poni¿ej scharakteryzowano podstawowe klasy faz sta³ych.
• Z³o¿a makroporowate oparte s¹ na ¿elach krzemionkowych, CPG (ang.

controlled pore glass) lub wysoko usieciowanych polimerach (polistyren,
polimetakrylany) i s¹ handlowo dostêpne w wielu ró¿nych odmianach. Poro-
wata struktura tych z³ó¿ pozostaje niezmieniona i, dziêki rozwiniêtej powierz-
chni, upakowanie z³ó¿ jest wysokie (40–100 µmol/g). Trwa³oœæ w³aœci-
woœci fizyko-chemicznych i mechanicznych przypomina z³o¿a wykorzysty-
wane w kolumnach HPLC i umo¿liwiaj¹ ich zastosowanie w kolumnach
reakcyjnych o ci¹g³ym przep³ywie. Jednak maksymalne upakowanie takich
noœników jest znacznie mniejsze ni¿ pêczniej¹cych faz sta³ych. Najpopular-
niejsze s¹ obecnie z³o¿a CPG funkcjonalizowane za pomoc¹ ró¿nych grup,
poniewa¿ ³atwo jest nimi operowaæ, ze wzglêdu na jednorodn¹ granulacjê
i du¿¹ trwa³oœæ mechaniczn¹. Powierzchnia i upakowanie zale¿y od roz-
miarów porów, a z³o¿a CPG o najwiêkszej granulacji charakteryzuj¹ siê naj-
ni¿szym upakowaniem. Najczêœciej stosowane s¹ z³o¿a sfunkcjonalizowane
LCAA-CPG, z porami o œrednicy 500 Å i upakowaniu ok. 30–40 µmol/g,
które umo¿liwiaj¹ syntezê oligonukleotydów o maksymalnej d³ugoœci
50–60 nukleotydów.

• Z³o¿a w stanie ciek³ym s¹ polimerami o wysokiej masie cz¹steczkowej,
które zawieraj¹ PEG (glikol polietylenowy) lub poli(N-akrylomorfolinê),
s¹ ca³kowicie rozpuszczalne w niektórych rozpuszczalnikach stosowanych
podczas syntezy (dichlorometan, pirydyna, acetonitryl) i mog¹ byæ wytr¹-
cane w innych rozpuszczalnikach ni¿ wy¿ej wymienione. W tym przypadku,
reakcja wyd³u¿ania ³añcucha oligonukleotydowego zachodzi w roztworze,
a po jej zakoñczeniu z³o¿e wraz z produktem jest wytr¹cane poprzez doda-
nie odpowiedniego rozpuszczalnika (alkohole, etery). Zalet¹ reakcji konden-
sacji w roztworze homogenicznym jest mo¿liwoœæ u¿ycia mniejszych nad-
miarów reagentów, co skutkuje obni¿eniem kosztów syntezy, mo¿liwoœci¹
skalowania reakcji w du¿ym zakresie oraz mo¿liwoœci¹ wykorzystywania
metod spektroskopowych (UV/VIS, NMR, IR) do monitorowania przebiegu
reakcji. Takie rozwi¹zanie nie wymaga u¿ycia skomplikowanej aparatury,
poniewa¿ reakcje przeprowadza siê w naczyniach szklanych. Wad¹ tej metody
jest stosunkowo d³ugi czas ka¿dego cyklu. Niemniej jednak, jest ona odpo-
wiednia do syntezy oligonukleotydów na wiêksz¹ skalê [18]. Z danych litera-
turowych wynika, ¿e w praktyce stosuje siê z³o¿a PEG o stopniu upakowa-
nia dochodz¹cym do ok. 400 µmol/g [18].
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• Z³o¿a nieporowate s¹ sztywnymi nieporowatymi kulkami o upakowaniu
ok. trzy razy mniejszym ni¿ z³o¿a porowate. Nieporowate CPG umo¿liwiaj¹
syntezê d³u¿szych oligonukleotydów z wysokimi wydajnoœciami. Te noœniki
znalaz³y zastosowanie w syntezie olignukleotydów immobilizowanych trwale
na z³o¿u, np. do tworzenia bibliotek kombinatorycznych. W tym przypadku,
wymagana jest obecnoœæ stabilnych linkerów, które pozostaj¹ nienaruszone
w warunkach usuwania wszystkich grup ochronnych po zakoñczeniu syntezy.
Odblokowane oligonukleotydy immobilizowane na z³o¿u s¹ wykorzystywane
jako sensory DNA.

• Z³o¿a szczepione nale¿¹ do hybrydowych faz sta³ych, których struktura
zawiera: PS-PTFE (polistyren-politetrafluoroetylen) i PEG-PS (glikol poli-
etylenowy-polistyren o zawartoœci oko³o 70% PEG; nazwa handlowa tego
z³o¿a – TentaGel® [19]). Z³o¿a te ³¹cz¹ zalety z³ó¿ ¿elowych i z³ó¿ sztyw-
nych porowatych. Powierzchnia z³o¿a jest ³atwo „rozpuszczalna” i nie jest
usieciowana, podczas gdy sztywny rdzeñ pozostaje nierozpuszczalny. Z³o¿a
te mog¹ byæ stosowane w kolumnach przep³ywowych, poniewa¿ s¹ sztywne
i nie wykazuj¹ w³aœciwoœci pêcznienia. Czêsto s¹ wykorzystywane w synte-
zie oligonukleotydów na skalê przemys³ow¹, szczególnie w po³¹czeniu
z uniwersalnymi ³¹cznikami, umo¿liwiaj¹cymi syntezê od pierwszej zasady,
która ka¿dorazowo jest wprowadzana na z³o¿e w trakcie syntezy. Eliminuje
to koniecznoœæ przygotowywania z³ó¿ sfunkcjonalizowanych ró¿nymi
nukleozydami.

• Polimerowe z³o¿a o konsystencji ¿elu zawieraj¹ polistyren – diwinyloben-
zen, poliakrylamid i s¹ usieciowane tylko w 1–5%. Posiadaj¹ zdolnoœæ wielo-
krotnego zwiêkszania swej objêtoœci w rozpuszczalnikach niepolarnych
(np. dichlorometan). Tego typu fazy sta³e nie znalaz³y szerokiego zastoso-
wania w syntezie oligonukleotydów (nie pêczniej¹ w rozpuszczalnikach
polarnych wykorzystywanych w tych reakcjach), natomiast s¹ wykorzysty-
wane z powodzeniem w syntezie peptydów.

2.1. FUNKCJONALIZACJA FAZY STA£EJ.
PRZY£¥CZANIE LINKERA I NUKLEOZYDU

Nukleozydy s¹ po³¹czone ze z³o¿em linkerem, którego dobór jest uzale¿niony
od warunków reakcji. £¹cznik powinien byæ tak zaprojektowany, aby by³ dostoso-
wany do warunków odciêcia i usuwania grup ochronnych, z mo¿liwoœci¹ zastoso-
wania kilku kombinacji:

1) odciêcia od z³o¿a z nastêpuj¹c¹ deprotekcj¹,
2) deprotekcji immobilizowanych produktów i ewentualnego odciêcia od z³o¿a,
3) deprotekcji immobilizowanych produktów bez nastêpuj¹cego odciêcia
4) odcinania ³¹czników od z³o¿a w innym miejscu ni¿ 3’-koñcowa grupa hydro-

ksylowa i wprowadzanie modyfikacji na 3’ koñcu otrzymanego oligonukle-
otydu.
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2.2. LINKERY USUWANE PO SYNTEZIE

Obecnie najczêœciej stosowanym ³¹cznikiem jest kwas bursztynowy. Jest on
wykorzystywany ju¿ od ponad 30 lat, ze wzglêdu na niskie koszty, ³atwoœæ wprowa-
dzania i wysok¹ wydajnoœæ usuwania w warunkach zasadowych. Odpowiednio zablo-
kowany nukleozyd mo¿e byæ poddawany reakcji bursztynylownia zarówno na koñcu
3’, jak i 5’, a otrzymany 3’- lub 5’-O-hemibursztynian reaguje z grup¹ aminow¹ lub
hydroksylow¹ z³o¿a. Reakcje kondensacji nukleozydu z bursztynianem lub ze z³o-
¿em s¹ aktywowane za pomoc¹ dicykloheksylokarbodiimidu (DCC), 1-(3-dimety-
loaminopropylo)etylokarbodiimidu (DEC), lub diizopropylokarbodiimidu (DIPCC)
[20].

Po zakoñczeniu syntezy oligonukleotydów na noœniku z ³¹cznikiem bursztyny-
lowym, zablokowane produkty s¹ odcinane od z³o¿a, w wyniku zasadowej hydro-
lizy wi¹zania estrowego, z u¿yciem stê¿onego wodnego roztworu amoniaku. Zasto-
sowanie metyloaminy lub wodorotlenku sodu z amoniakiem skraca czas przebiegu
hydrolizy, ale powoduje wzrost niebezpieczeñstwa pojawienia siê reakcji ubocz-
nych, w tym g³ównie modyfikacji cytozyny i, w konsekwencji, mo¿e zachodziæ alkilo-
aminowanie lub deaminacja.

2.3. LINKERY LABILNE

Linkery labilne s¹ usuwane w ³agodniejszych warunkach ni¿ linker bursztyny-
lowy. Szczególn¹ grupê stanowi¹ linkery fotolabilne z grup¹ nitrobenzylow¹ [21]
(Schemat 3 A–C), wykorzystywane w syntezie oligonukleotydów z koñcowymi gru-
pami 3’-hydroksylowymi (Schemat 3A i B), 3’-fosforanowymi (Schemat 3C) lub
innymi 3’-terminalnymi modyfikacjami. Reakcj¹ uboczn¹ fotolitycznego odciêcia
oligonukleotydu od z³o¿a jest dimeryzacja tyminy (< 3%). W kolejnym etapie ko-
nieczne jest usuniêcie grup ochronnych funkcji egzoaminowych w warunkach alka-
licznych.

Na uwagê zas³uguj¹ ³¹czniki labilne, usuwane w ³agodnych, nienukleofilowych
warunkach i w œrodowisku obojêtnym za pomoc¹ jonu fluorkowego. Linkery te zawie-
raj¹ grupê sililow¹ lub disiloksanow¹ (Schemat 3D i E). Do syntezy oligonukleoty-
dów z 3’-fosforylowanym koñcem najczêœciej stosowany jest linker benzylosulfony-
loetanolowy (Schemat 3F), który ulega hydrolizie w obecnoœci trietyloaminy [15, 22].
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Schemat 3. Struktura wybranych labilnych linkerów
Figure 3. The structure of selected labile linkers

2.4. LINKERY UNIWERSALNE

£¹czniki omówione powy¿ej s¹ wykorzystywane do syntezy oligonukleotydów,
w której przy³¹czanie pierwszego monomeru stanowi oddzielny etap przygotowania
z³o¿a (ze wzglêdu na zastosowane reakcje chemiczne i d³ugie czasy kondensacji).
Dostêpne s¹ równie¿ z³o¿a uniwersalne, w których przy³¹czanie pierwszego nukle-
otydu stanowi etap protoko³u zautomatyzowanej syntezy. Uniwersalne linkery (Sche-
mat 4) stosuje siê przede wszystkim w syntezie oligonukleotydów, które w swojej
sekwencji zawieraj¹ modyfikowane zasady. Zaprojektowano ³¹czniki uniwersalne,
umo¿liwiaj¹ce syntezê oligonukleotydów z koñcami 3’-fosforanowymi, z wykorzy-
staniem zarówno funkcji hydroksylowych, jak i aminowych (Schemat 4A-F). Amido-
fosforyn sulfonylodietylowy, zazwyczaj stosowany do 5’-fosforylacji, mo¿e byæ rów-
nie¿ u¿yty w syntezie 3’-fosforylowanych sekwencji oligonukleotydów na z³o¿u
sfunkcjonalizowanym grupami hydroksylowymi lub aminowymi (Schemat 4G).
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Schemat 4. Struktury wybranych linkerów uniwersalnych
Figure 4. The structure of selected universal linkers

Interesuj¹c¹ alternatyw¹ s¹ z³o¿a uniwersalne, zaproponowane przez Azhay-
eva [23, 24] (Schemat 5), a oparte na wykorzystaniu ró¿nic kinetycznych reakcji
solwolizy wewn¹trzcz¹steczkowej i miêdzycz¹steczkowej, prowadz¹ce do powsta-
nia cyklicznego fosforanu P(V), w rezultacie wewn¹trzcz¹steczkowego ataku s¹sia-
duj¹cej grupy hydroksylowej na atom fosforu wi¹zania internukleotydowego.
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Schemat 5. Z³o¿e uniwersalne zaproponowane przez Azhayeva
Figure 5. Universal support proposed by Azhayev

Wprowadzenie pojedynczego rybonukleozydu z inwersj¹ orientacji pierœcienia
cukrowego (zwi¹zanego z pod³o¿em poprzez grupê 5’-OH) pozwala równie¿ na
wykorzystanie zró¿nicowanej trwa³oœci hydrolitycznej internukleotydowych wi¹-
zañ fosfodiestrowych w 2’-deoksynukleotydach i 2’-rybonukleotydach i umo¿liwia
selektywne odciêcie od z³o¿a w pozycji zawieraj¹cej rybonukleozyd.

Mechanizm odciêcia od z³o¿a uniwersalnego (Schemat 6) opiera siê na sekwencji
reakcji deacylacji grupy 2’-OH rybonukleozydu (urydyny) oraz jednoczesnej β-elimi-
nacji akrylonitrylu (odblokowanie grupy fosfodiestrowej). Atak grupy 2’-OH na atom
fosforu grupy fosfodiestrowej prowadzi do utworzenia cyklicznego pentakoordyna-
cyjnego 2’,3’-fosforanu P(V), który ulega hydrolizie z rozerwaniem wi¹zania fos-
for-tlen i utworzeniem oligonukleotydu z wolnym koñcem 3’-OH, oraz cyklicznego
2’,3’-fosforanu. W ten sposób wyd³u¿anie ³añcucha zachodzi od koñca 2’ (lub 3’),
a nie od koñca 5’, co umo¿liwia usuniêcie terminalnej grupy fosforanowej na drodze
mechanizmu wewn¹trzcz¹steczkowej substytucji nukleofilowej (Schemat 6) [25–27].



I. BURZYÑSKA-PÊDZIWIATR, L. WOZNIAK584 `

Schemat 6. Mechanizm odszczepienia terminalnego fosforanu w z³o¿ach uniwersalnych.
(A) Odblokowanie grupy 2’-hydroksylowej (hydroliza) i funkcji fosfodiestrowej (β-eliminacja).

(B) Atak grupy 2’-hydroksylowej na fosfor grupy fosfodiestrowej z utworzeniem pentakoordynacyjnego
cyklicznego 2’,3’-fosforanu. (C) Hydroliza pentakoordynacyjnego fosforanu z utworzeniem 3’-OH

oligonukleotydu i cyklicznego 2’,3’-fosforanu urydyny
Figure 6. Mechanism of terminal phosphate cleavage in universal supports.

(A) Deprotection of 2’-hydroxyl group (hydrolysis) and phosphodiester group (β-elimination).
(B) Attack of the 2’-hydroxyl group at phosphorus atom of phosphodiester group with a formation of

pentacoordinate 2’,3’-cyclic phosphodiester. (C) Hydrolysis of pentacoordinate phosphorus atom
with formation of 3’-OH oligonucleotide and 2’,3’-cyclic uridine phosphate

Opisan¹ powy¿ej koncepcjê zastosowano z powodzeniem dla monomerów ury-
dyny, zwi¹zanych z CPG poprzez linker 5’-bursztynylowy (Schemat 6). Synteza
oligonukleotydów z wykorzystaniem 3’-amidofosforynów przebiega standardowo
od koñca 2’ lub 3’ grupy hydroksylowej linkera urydynowego. Odciêcie oligonukleo-
tydu od z³o¿a obejmuje dwa etapy: etap hydrolizy linkera bursztynylowego (w celu
odciêcia produktu od z³o¿a) i etap tworzenia terminalnego cyklicznego 2’,3’-fosfo-
ranu urydyny, który jest etapem limituj¹cym szybkoœæ reakcji i mo¿e przebiegaæ
jednoczeœnie z usuwaniem grup ochronnych. Reakcje hydrolizy i odblokowania
zachodz¹ w standardowych warunkach.

Ustalono, ¿e szybkoœæ odblokowania zale¿y od nukleozydu po³¹czonego z 3’-ury-
dyn¹ i maleje w nastêpujacej kolejnoœci: rybonukleozydy > dA, dG > T > dC [25].

Istnieje szereg wariantów z³ó¿ z ³¹cznikiem uniwersalnym, w tym równie¿ wyko-
rzystuj¹cych po³¹czenie rybonukleozydu poprzez pozycjê N 4 cytozyny z nastêpuj¹-
cym wyd³u¿aniem ³añcucha od grupy 3’-fosforanowej lub po³¹czenie ze z³o¿em dinu-
kleotydu.

Linkerami uniwersalnymi nie musz¹ byæ wy³¹cznie rybonukleozydy o odwró-
conym u³o¿eniu pierœcienia cukrowego. Mog¹ nimi byæ równie¿ inne ugrupowania
(np. amidowe, peptydowe). Warunkiem koniecznym jest obecnoœæ zablokowanej
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grupy funkcyjnej, która po odblokowaniu stanowi wewn¹trzcz¹steczkow¹ asystê
nukleofilow¹, umo¿liwiaj¹c¹ odciêcie od z³o¿a w ³agodnych warunkach.

2.5. LINKERY UMO¯LIWIAJ¥CE DEPROTEKCJÊ IMMOBILIZOWANYCH
PRODUKTÓW

Na uwagê zas³uguj¹ z³o¿a z linkerem trwa³ym w warunkach zasadowej hydro-
lizy, pozwalaj¹cym na usuwanie grup ochronnych bez odcinania produktów od z³o¿a.
Do tej grupy ³¹czników nale¿¹ linkery tiofosforanowe i tioeterowe.

Z³o¿a z ³¹cznikiem bursztynianowym po³¹czonym poprzez N-metyloglicynê
(sarkozyna), bis-1,6-dimetyloaminoheksan lub glikol N-propylopolietylenowy (Sche-
mat 7A–D), odporne na dzia³anie silnych zasad, w tym DBU, znalaz³y zastosowanie
m.in. w syntezie modyfikowanych oligonukleotydów, a tak¿e P-chiralnych analo-
gów tiofosforanowych metod¹ oksatiafosfolanow¹ [28, 29].

W przypadku tego typu z³ó¿, wykorzystuje siê czêsto grupy ochronne umo¿liwia-
j¹ce deprotekcjê na kolumnie, w tym: 9-fluorenylometoksykarbonylow¹ (Fmoc) oraz
2-(4-nitrofenylo)etoksykarbonylow¹ (NPE) [30, 31].

Schemat 7. Linkery odporne na silnie zasadowe warunki reakcji kondensacji
lub umo¿liwiaj¹ce deprotekcjê  produktów bez ich odciêcia od z³o¿a
Figure 7. Linkers resistant to strong base conditions of condensation

and enabling deprotection of products without cleavage from a support

Interesuj¹cym rozwi¹zaniem s¹ z³o¿a z ³¹cznikami fosfodiestrowymi lub amido-
fosforanowymi, które powstaj¹ poprzez bezpoœredni¹ kondensacjê amidofosfory-
nów z odpowiednimi grupami hydroksylowymi lub aminowymi, znajduj¹cymi siê
na powierzchni z³o¿a [32–34].
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Ostatnie doniesienia literaturowe wskazuj¹ na mo¿liwoœæ bezpoœredniego po³¹-
czenia amidofosforanów z grupami silanolowymi na powierzchni p³ytek szklanych
[35].

Synteza oligonukleotydów immobilizowanych na z³o¿u znalaz³a zastosowanie
w tworzeniu bibliotek oligonukleotydów, które otrzymuje siê w sposób synchroni-
zowany na filtrach lub membranach, lub p³ytkach szklanych [36].

3. PODSTAWY CHEMICZNE

3.1. METODA AMIDOFOSFORYNOWA

Caruthers i wspó³pracownicy opisali reakcjê fosfitylacji 5’-O-DMT-tymidyny
1 lub 5’-O-DMT-N-acylowanch pochodnych innych 2’-deoksynukleozydów za po-
moc¹ chloro-N,N-diizopropyloamidofosforynu 2, w wyniku której powstawa³y odpo-
wiednie amidofosforyny nukleozydów 3 (Schemat 8). Fosfitylacja 3’-lewulinyloty-
midyny 4 za pomoc¹ amidofosforynu 3, w obecnoœci 1H-tetrazolu (kwasowy katali-
zator), prowadzi³a do powstania zablokowanego dinukleozydo(3’,5’)-amidofosfo-
rynu 5 z bardzo dobr¹ wydajnoœci¹ (> 90%) i da³a pocz¹tek metodzie amidofosfory-
nowej [6, 7, 37].

Schemat 8. Synteza dinukleozydo (3’,5’) fosforynu β-cyjanoetylowego metod¹ Caruthersa [37]
Figure 8. Formation of dinucleoside (3’,5’) phosphite by Caruthers [37]
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Intensywne badania nad doborem odpowiednich grup ochronnych oraz opty-
malizacj¹ warunków reakcji doprowadzi³y do wykorzystania tej metody w zauto-
matyzowanej syntezie oligonukleotydów na fazie sta³ej.

Standardowe 3'-O-amidofosforyny nukleozydów s¹ obecnie dostêpne handlo-
wo (Schemat 9), a opracowane szczegó³owe protoko³y mog¹ byæ wykorzystane za-
równo do syntez standardowych, jak i do syntezy oligonukleotydów modyfikowa-
nych [15].

Schemat 9. Handlowo dostêpne standardowe amidofosforyny 2’-deoksy- i 2’-rybonukleozydów
Figure 9. Commercially available standard phosphoramidites of 2’-deoxy- and 2’-ribonucleosides

Synteza oligonukleotydów metod¹ amidofosforynow¹ obejmuje wiele powta-
rzaj¹cych siê etapów (Schemat 10):

(a) detrytylacjê, prowadzon¹ w roztworze 3% kwasu dichlorooctowego (DCA)
w chlorku metylenu,

(b) kondensacjê: reakcja pomiêdzy amidofosforynami nukleozydów a nukleo-
zydem (lub nukleotydami) immobilizowanym na fazie sta³ej w obecnoœci
aktywatora kwasowego, np. 1H-tetrazolu. W przypadku syntezy RNA, naj-
czêœciej stosowany jest 5-etylotio-1H-tetrazol lub 1-(3-nitro-fenylo)-1H-
tetrazol.

(c) zablokowanie nieprzereagowanych funkcji 5’-hydroksylowych poprzez acy-
lowanie (ang. capping), za pomoc¹ bezwodnika kwasu octowego, prowa-
dzone po ka¿dym etapie kondensacji,

(d) utlenianie, prowadzone po ka¿dym etapie wyd³u¿ania ³añcucha, w uk³a-
dzie I2/H2O/Py, w THF. W warunkach niestandardowych, jako odczynnik
utleniaj¹cy mo¿e byæ zastosowany wodoronadtlenek t-butylowy.

(e) odciêcie od z³o¿a i usuniêcie zasadolabilnych grup ochronnych, w stê¿o-
nym wodnym roztworze amoniaku lub w bezwodnym nasyconym roztwo
rze amoniaku w metanolu.
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Schemat 10. Synteza oligonukleotydów metod¹ amidofosforynow¹
Figure 10. Synthesis of oligonucleotides by the phosphoramidite method

W przypadku syntezy RNA, istnieje koniecznoœæ zablokowania funkcji 2’-hy-
droksylowych [38], ze wzglêdu na mo¿liwoœæ migracji wi¹zania internukleotydo-
wego miêdzy pozycjami 2’ i 3’ pierœcienia cukrowego oraz rozerwania wi¹zania
internukleotydowego, w wyniku ataku grupy 2’-OH na fosfor wi¹zania fosfodies-
trowego i fosfotriestrowego. Bardzo istotny jest dobór odpowiedniej grupy blokuj¹-
cej pozycjê 2’-OH tak, aby grupa ochronna pozycji 2’-OH by³a stabilna podczas
trwania syntezy i podczas deprotekcji wi¹zania internukleotydowego i mog³a byæ
usuniêta jako ostatnia. W przeciwnym razie, istnieje niebezpieczeñstwo powstawa-
nia krótszych fragmentów oligonukleotydowych, w wyniku rozerwania wi¹zania
internukleotydowego, które nast¹pi³o wskutek aktywnoœci nukleofilowej grupy 2’-OH
w reakcji podstawienia na centrum fosforowym i hydrolizie utworzonego produktu
przejœciowego. Najczêœciej stosowan¹ grup¹ blokuj¹c¹ jest grupa t-butylodimetylo-
sililowa (TBDMS), któr¹ usuwa siê za pomoc¹ jonów fluorkowych (np. stosuj¹c
trifluorowodorek trietyloamoniowy, Et3N·3HF). Znane s¹ równie¿ inne grupy pro-
tekcyjne pozycji 2’-OH, np. grupa 1-(2-fluorofenylo)-4-metoksypiperydyn-4-ylowa
(Fpmp) lub tetrahydropiranylowa (Thp), które s¹ usuwane w warunkach kwaso-
wych.

Pozycja 5’-OH jest najczêœciej blokowana grup¹ dimetoksytrytylow¹ (DMT),
której istotn¹ zalet¹ jest ³atwoœæ usuwania w warunkach kwasowych. Kolejn¹ korzyœ-
ci¹ u¿ycia grupy DMT jest mo¿liwoœæ monitorowania reakcji detrytylacji spektrofo-
tometrycznie i, w konsekwencji, kontrolowania wydajnoœci kondensacji. Analogiczne
w³aœciwoœci posiada grupa 9-fenylo-ksanten-9-ylowa (Px) [39].

Grupy zasadolabilne s¹ usuwane podczas odcinania otrzymanego oligonukleo-
tydu od z³o¿a. W tym samym czasie jest usuwana równie¿ grupa 2-cyjanoetylowa
z wi¹zania internukleotydowego.
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3.2. METODA H-FOSFONIANOWA W SYNTEZIE OLIGONUKLEOTYDÓW
NA FAZIE STA£EJ

Metoda amidofosforynowa jest najczêœciej stosowana w syntezie oligonukleo-
tydów na fazie sta³ej. Jej alternatywê stanowi metoda H-fosfonianowa, która zosta³a
po raz pierwszy zastosowana do syntezy dinukleotydów przez Todda i in., którzy
w 1952 r. opisali reakcjê tworzenia diestrów H-fosfonianowych w wyniku konden-
sacji monoestrów H-fosfonianowych z zablokowanymi nukleozydami w obecnoœci
chlorofosforynu difenylowego [40].

Trzydzieœci lat póŸniej metoda H-fosfonianowa zosta³a udoskonalona i wykorzy-
stana w syntezie oligonukleotydów na fazie sta³ej [41–43]. Istotn¹ zalet¹ metody
H-fosfonianowej jest mo¿liwoœæ syntezy oligonukleotydów bez koniecznoœci bloko-
wania funkcji egzoaminowych zasad [44, 45].

Przebieg etapów syntezy, przedstawiony na Schemacie 11, obejmuje:
(a) detrytylacjê, za pomoc¹ 3,5% kwasu dichloroctowego (DCA) w 1,2-di-

chloroetanie (DCE) w przypadku syntezy DNA; w syntezie RNA przepro-
wadza siê j¹ za pomoc¹ 1% kwasu trifluorooctowego (TFA) w DCE,

(b) kondensacjê monoestru H-fosfonianowego z nukleozydem, w obecnoœci
odczynnika kondensuj¹cego, najczêœciej w mieszaninie pirydyny i aceto-
nitrylu (1:3, v/v). Spoœród wielu odczynników kondensuj¹cych, powszech-
nie stosowany jest chlorek piwaloilu (Pv-Cl), chlorek adamantoilu [46]
lub, rzadziej inne odczynniki, np. bis(pentafluorofenylo)wêglan [47].
Z uwagi na fakt, ¿e chlorek adamantoilu jest cia³em sta³ym, wykazuje
mniejsz¹ podatnoœæ na hydrolizê ni¿ chlorek piwaloilu, który powinien
byæ destylowany bezpoœrednio przed ka¿d¹ syntez¹,

(c) utlenianie prowadzone w celu przekszta³cenia internukleotydowych wi¹-
zañ H-fosfonianowych (P III) w fosfodiestrowe lub w wi¹zania modyfiko-
wane innymi atomami, np. atomami siarki - tiofosforany lub atomami
selenu – selenofosforany (Schemat 11). Utlenianie zachodzi w ostatnim,
pojedynczym etapie, po zakoñczeniu syntezy po¿¹danej sekwencji oligo-
nukleotydu. Odczynnikiem utleniaj¹cym jest najczêœciej roztwór jodu (2%)
w wodnym roztworze pirydyny (2% wody) [48, 49] lub w wodnym roztwo-
rze innej zasady (np. trietyloamina, N-metyloimidazol) [50]. W przypadku
gdy utlenianie nie przebiegnie do koñca, podczas odcinania produktu (oli-
gonukleotydu) od z³o¿a nastêpuje degradacja ³añcucha w miejscach inter-
nukleotydowych wi¹zañ H-fosfonianowych. W rezultacie tworz¹ siê krót-
sze ³ancuchy oligonukleotydowe, których obecnoœæ obni¿a wydajnoœæ ca³-
kowit¹ syntezy.
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Schemat 11. Synteza oligonukleotydów metod¹ H-fosfonianow¹.
Etapy a, b s¹ powtarzane n razy w zale¿noœci od zaplanowanej d³ugoœci

Figure 11. Synthesis of oligonucleotides according to the H-phosphonate method.
Steps a and  b are repeated n times depending on the designed length of oligonucleotide

(d) Odciêcie otrzymanego oligonukleotydu od z³o¿a w warunkach zasado-
wych (stê¿ony roztwór amoniaku), które zachodzi z równoczesnym odblo-
kowaniem grup zasadolabilnych, jeœli u¿yte by³y monomery z zablokowa-
nymi grupami egzaminowymi.

Metodê H-fosfonianow¹ wykorzystano z powodzeniem do tworzenia bibliotek
oligonukleotydów [51] oraz do syntezy analogów oligonukleotydów m.in. amido-
fosforanów [52], tiofosforanów [53].

3.2.1. Wp³yw poszczególnych parametrów na wydajnoœæ reakcji kondensacji
w metodzie H-fosfonianowej

W reakcji kondensacji zachodzi aktywacja H-fosfonianu pod wp³ywem odczyn-
nika kondensuj¹cego (Schemat 12) i tworzy siê mieszany bezwodnik fosfonokar-
boksylowy, który reaguje z grup¹ 5’-OH nukleozydu (oligonukleotydu) z utworze-
niem diestru H-fosfonianowego [54, 55]. Kolejnoœæ dodawania reagentów jest istotna
dla wydajnego powstawania diestru H-fosfonianu. Szczegó³owe badania mechanizmu
wykaza³y, ¿e odczynnik kondensuj¹cy musi byæ dodawany do roztworu zawieraj¹-
cego zarówno nukleozyd, jak i H-fosfonian. Je¿eli H-fosfonian jest aktywowany
przed dodaniem alkoholu, zachodz¹ reakcje uboczne, m.in tworzenie bezwodników
bis-acylowych, P-acylowanie i O-acylowanie. Wa¿ne jest równie¿ zachowanie odpo-
wiedniej stechiometrii, co pozwala na zminimalizowanie iloœci powsta³ych produk-
tów ubocznych.
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Schemat 12. Mechanizm aktywacji monoestru H-fosfonianu.
R’ – zablokowany nukleozyd w pozycji 3’, R” – zablokowany nukleozyd w pozycji 5’ [53]

Figure 12. Activation mechanism of H-phosphonate monoesters. R’ – protected nucleoside-3’-yl;
R” – protected nucleoside-5’-yl [53]

Kolejnym istotnym czynnikiem wp³ywaj¹cym na przebieg reakcji kondensacji
jest rozpuszczalnik. W wyniku aktywacji monoestru H-fosfonianu bez obecnoœci
zasady (np. pirydyna), uzyskuje siê monoaktywowane pochodne, mieszane bezwod-
niki fosfonokarboksylowe (Schemat 12) [53]. Zamiana pirydyny na inne, mniej zasa-
dowe rozpuszczalniki, np. chinolinê [56] lub podstawione pochodne pirydyny [55]
minimalizuje w znacznym stopniu obecnoœæ reakcji konkurencyjnych (powstawa-
nie bezwodników bis-acylowych).

Metoda H-fosfonianowa znalaz³a równie¿ zastosowanie w syntezie RNA. Etapy
syntezy dla RNA s¹ analogiczne jak dla DNA, z t¹ ró¿nic¹, ¿e w przypadku RNA
nale¿y blokowaæ funkcjê 2’-OH. Najczêœciej stosowan¹ grup¹ protekcyjn¹ jest grupa
TBDBS – t-butylo-dimetylosililowa (podobnie jak w metodzie amidofosforynowej).
Mog¹ byæ stosowane tak¿e inne grupy ochronne, jak: fotolabilna – o-nitrobenzy-
lowa, kwasolabilna (np. 4-metoksytetrahydropiran-4-ylowa) (Mthp) lub zasadola-
bilna: benzoilowa. Problemy zwi¹zane z wystêpowaniem reakcji konkurencyjnych
s¹ znacznie zminimalizowane w przypadku syntezy RNA. Wykazano m.in., ¿e obec-
noœæ wicynalnej w stosunku do wiazania internukleotydowego, zablokowanej grupy
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2’-OH minimalizuje ryzyko zajœcia P-acylowania. Reakcje zachodz¹ z podobn¹ szyb-
koœci¹ jak w przypadku DNA, pomimo zawady przestrzennej, któr¹ stanowi zablo-
kowana grupa 2’-OH.

Metoda H-fosfonianowa posiada wiele zalet. Zakoñczeniem syntezy w meto-
dzie H-fosfonianowej jest utlenienie nietrwa³ych H-fosfonianów. Uzyskane oligo-
nukleotydy w postaci diestrów charakteryzuj¹ siê znaczn¹ trwa³oœci¹ i, immobilizo-
wane na z³o¿u, mog¹ byæ przechowywane w temperaturze –20°C przez d³u¿szy okres
przed odciêciem od z³o¿a i usuniêciem grup zasadolabilnych N-acylowych. W meto-
dzie tej wykorzystuje siê stosunkowo tanie odczynniki kondensuj¹ce.

PODSUMOWANIE

Od koñca lat 90. trwa bardzo dynamiczny rozwój metod syntezy prowadzonych
na sta³ych noœnikach. Istniej¹ce obecnie metody umo¿liwiaj¹ syntezê w zale¿noœci
od oczekiwañ stawianych danej metodzie praparatywnej (skala procesu, wprowa-
dzane modyfikacje itp.) oraz pozwalaj¹ za pomoc¹ handlowo dostêpnych odczynni-
ków otrzymaæ oligonukleotydy lub ich analogi w postaci wolnej lub immobilizo-
wane na z³o¿ach, w skali zróznicowanej od submikromolowej (PCR) do skali wielo-
kilogramowej (badania kliniczne). Celem niniejszego przegl¹du by³a charaktery-
styka ró¿norodnych z³ó¿, stosowanych w syntezie na fazie sta³ej. W zale¿noœci od
wykorzystania tych z³ó¿, syntezê nale¿y bardzo szczegó³owo zaplanowaæ, uwzglêd-
niaj¹c strategiê grup ochronnych tak, aby by³y one trwa³e w warunkach reakcji.
Nale¿y równie¿ podj¹æ decyzjê, czy zastosowaæ metodê amidofosforynow¹, czy
H-fosfonianow¹. Ponadto nale¿y wzi¹æ pod uwagê to, czy produkt syntezy na fazie
sta³ej powinien byæ immobilizowany na z³o¿u. Dostêpne obecnie metody syntezy
oraz dostêpne typy linkerów pozwalaj¹ na precyzyjne uwzglêdnienie wymogów
modyfikacji, ró¿norodnych zastosowañ produktów oraz skali preparatyki.
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ABSTRACT

Saliva is a gel resembling liquid, that acts almost as an organic tissue [1]. Saliva
influences oral health through its non-specific physico-chemical properties [2]. It is
composed of secretions from parotid, submandibular and sublingual glands, and
smaller contributions come from minor salivary glands (e.g. palatal and labial). Saliva
contains a number of proteins and polypeptides [2]. One of them is statherin a multi-
functional 43-amino acid residue phosphominiprotein, containing vicinal phosphose-
rines at 2 and 3 positions and seven residues of tyrosine (Fig. 1) [7]. The relevant
structural feature of statherin is N-terminal helix segment connected to a long poly-
-L-proline type II segment, which is followed by a short extended structure [14].
The gene for statherin is believed to be a single-copy gene and has been mapped to
human chromosome 4q11-13 [20].

The statherin variants are SV1, SV2 and SV3 which comprise approx. 30% of
the statherin family (Fig. 6). The ratios of statherin : SV1 and SV2 : SV3 are in both
cases approx. 3 : 1. Statherin and SV2 are products of two different transcripts
found in each of the major salivary gland. The variants SV1 and SV3 are derived by
post-translational processing of statherin and SV2 [22].

Statherin is a multifunctional molecule that shows a high affinity for calcium
phosphate minerals such as hydroxyapatite. It takes part in the calcium and phos-
phate transport during secretion in the salivary glands, is responsible for the protec-
tion and recalcification of tooth enamel, promotes selective initial bacterial coloniza-
tion of enamel, and functions as a boundary lubricant on the enamel surface [38, 39].
Satherin levels of concentration in saliva could be in relation with the precancerous
and cancerous lesions of the oral cavity [38].

The understanding of a profile and role of statherin has become important in
medicine as the peptide could play a protective effect in oral cavity. However, the
role and the functions of this peptide are still not well-know [38].

Keywords: saliva, salivary proteins, statherin, oral cavity

S³owa kluczowe: œlina, bia³ka œlinowe, stateryna, jama ustna
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WPROWADZENIE

Œlina jest z³o¿onym p³ynem, podobnym do ¿elu, który dzia³a niemal jak tkanka
organizmu [1]. Dziêki swoim w³aœciwoœciom fizycznym i chemicznym, wp³ywa na
œrodowisko jamy ustnej, odgrywaj¹c istotn¹ rolê w utrzymaniu i ochronie jej zdro-
wia [2].

G³ównymi komponentami œliny s¹: woda, elektrolity, lipidy oraz proteiny. Œlina
ludzka zawiera bia³ka œlinowe i peptydy sk³adaj¹ce siê z ponad 1000 ró¿nych sk³ad-
ników. Obecnie ¿adna nowoczesna, analityczna technika u¿yta pojedynczo nie jest
w stanie wykryæ i zanalizowaæ wszystkich komponentów bia³ek ludzkiej œliny.

Bior¹c pod uwagê w³aœciwoœci fizyko-chemiczne bia³ek wystêpuj¹cych w œlinie
ludzkiej, mo¿na je pogrupowaæ w nastêpuj¹ce rodziny. S¹ to bia³ka bogate w prolinê
(ang. proline-rich proteins, PRPs), które dziel¹ siê na grupê bia³ek kwasowych
(aPRPs), zasadowych (bPRPs) oraz zasadowych glikozylowanych (G-PRPs). Kolejn¹
rodzin¹ s¹ cystatyny, histatyny oraz stateryny. Wymienione peptydy wraz z ma³ymi
peptydami, o specyficznej sekwencji, zajmuj¹ wagowo 75% ogólnej liczby bia³ek
œlinowych. Resztê stanowi amylaza œlinowa (ok. 20%), mucyny, enzymy oraz prote-
iny wi¹¿¹ce wapñ [3].

Jednym z wa¿niejszych bia³ek œliny jest stateryna. Stateryna jest biologicznie
czynn¹ fosfoprotein¹, wytwarzan¹ przez gruczo³y œlinowe i wydzielan¹ wraz ze œlin¹
do jamy ustnej. Jest bia³kiem, które wykazuje wysokie powinowactwo do hydroksy-
apatytu (HAP), wchodzi w reakcjê z niektórymi bakteriami i grzybami, a tak¿e sil-
nie hamuje pierwotn¹ i wtórn¹ precypitacjê (wytr¹canie) soli wapniowo-fosforano-
wych. Ponadto mo¿e funkcjonowaæ jako smar graniczny na powierzchni szkliwa
zêbów, zmniejszaj¹c ich obci¹¿enie podczas aktu ¿ucia, u³atwiaj¹c w ten sposób
poœlizg powierzchniom zêbowym [4–6]. Stateryna wraz z innymi proteinami obec-
nymi w œlinie ludzkiej bierze udzia³ w tworzeniu œrodowiska przyjaznego jamie
ustnej, niezbêdnego do utrzymania prawid³owej homeostazy.

1. BUDOWA STATERYNY I JEJ W£AŒCIWOŒCI

Stateryna jest 43-aminokwasowym polipeptydem o masie cz¹steczkowej 5380 Da
i nastêpuj¹cej strukturze pierwszorzêdowej (Rys. 1) [7]:
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Rysunek 1. Struktura pierwszorzêdowa stateryny [7]
Figure 1. Primary structure of statherin [7]

Sekwencja aminokwasowa stateryny zosta³a w pe³ni okreœlona przez Schlesin-
gera i Haya w roku 1977 [7], przy czym natywn¹ staterynê Hay wyizolowa³ ze œliny
ludzkiej i czêœciowo scharakteryzowa³ wczeœniej, tj. w roku 1970 [8]. Sk³ad amino-
kwasowy N-koñcowej czêœci natywnej cz¹steczki stateryny okreœlono za pomoc¹
techniki automatycznej degradacji Edmana. Polipeptyd by³ równie¿ poddany trawie-
niu chymotrypsyn¹, trypsyn¹, i proteaz¹ Staphylococcus aureus. Otrzymane w ten
sposób krótkie fragmenty peptydowe, po oczyszczeniu, poddano manualnej degra-
dacji Edmana. Dziêki temu ustalono sekwencjê aminokwasow¹ a¿ do przedostat-
niej, C-koñcowej reszty aminokwasowej. Te analizy, ³¹cznie z trawieniem karboksy-
peptydaz¹ natywnej stateryny i jej fragmentów peptydowych, zakoñczy³y siê ustale-
niem kompletnej sekwencji cz¹steczki. Ustalono m. in., i¿ dwie reszty seryny (w pozy-
cji 2 i 3) poprzez grupy hydroksylowe s¹ zwi¹zane kowalencyjnie (wi¹zanie estro-
we) z resztami kwasu fosforowego(V) [7]. Zdaniem niektórych autorów, za fosfory-
lacjê stateryny w strukturze œlinianek odpowiedzialne s¹ kinazy bia³kowe [9, 10].
Nam i in. [11] scharakteryzowali i wyizolowali kinazê bia³kow¹ œlinianki podjêzy-
kowej, która zdolna jest fosforylowaæ kwaœne bia³ka œliny bogate w prolinê. Ponadto
w strukturze cz¹steczki stateryny mo¿na zauwa¿yæ du¿¹ zawartoœæ reszt L-proliny,
L-glutaminy i L-tyrozyny, które stanowi¹ ponad 50% wszystkich reszt aminokwaso-
wych. Inn¹ cech¹ jest du¿a powtarzalnoœæ sekwencji w C-koñcowej czêœci stateryny
(dwie trzecie cz¹steczki). S¹ to nastêpuj¹ce sekwencje: czterokrotnie powtórzona
-Gln-Pro-, dwukrotnie powtórzone, przylegaj¹ce do siebie -Gly-Tyr- oraz trzykrot-
nie -Tyr-Gln- i dwukrotnie powtórzona sekwencja tetrapeptydowa -Pro-Tyr-Gln-Pro-.
Kontrastuj¹ one silnie z sekwencjami dipeptydowymi, ulokowanymi w N-koñcowej
czêœci cz¹steczki stateryny, które s¹ z³o¿one z dwóch takich samych, na³adowanych
reszt aminokwasowych: -Glu-Glu-, -Arg-Arg-, -Ser(P)-Ser(P)- [7]. Natywna state-
ryna ma charakter kwaœny, a jej punkt izoelektryczny znajduje siê w pH równym
4,2. Analizuj¹c budowê cz¹steczki stateryny mo¿na zauwa¿yæ, i¿ wysoko polarny
charakter ma 1/3 cz¹steczki od jej N-koñca (reszty od 1 do 15). Znajduj¹ce siê w tym
obszarze dziesiêæ polarnych reszt aminokwasowych wykazuje ³adunek ujemny
(5 reszt) oraz dodatni (4 reszty). Pozosta³e 2/3 cz¹steczki ma w³aœciwoœci hydro-
fobowe, gdy¿ zawiera wiêkszoœæ obojêtnych reszt aminokwasowych. Dodatkowo
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w C-koñcowej czêœci cz¹steczki znajduj¹ siê wszystkie L-tyrozyny, L-proliny i L-glu-
taminy (Rys. 2) [7, 12, 13].

Rysunek 2. Fragmenty stateryny wed³ug Schlesingera i Haya [7], Lamkina i in. [12], Schwartza i in. [13]
Figure 2. Statherin fragments by Schlesinger & Haya [7], Lamkina et al. [12], Schwartza et al. [13]

W cz¹steczce stateryny mo¿na wyodrêbniæ ró¿ne motywy strukturalne. Raj i in.
[6] badaj¹c staterynê metod¹ dichroizmu ko³owego (CD) stwierdzili, ¿e N-koñcowy
fragment cz¹steczki tj. (Asp1-Gly15-) tworzy amfipatyczn¹ α-helisê z resztami hy-
drofobowymi i hydrofilowymi, znajduj¹cymi siê po przeciwnych stronach helisy.
Uzyskane wyniki zosta³y równie¿ potwierdzone metod¹ spektroskopii NMR [14].

C-koñcowy fragment cz¹steczki (-Pro36-Phe43-) przyjmuje strukturê helisy typu
310 [15], natomiast œrodkowy (-Pro20-Pro36-) strukturê helikaln¹ typu poli-L-proliny.
W rezultacie amfipatyczna α-helisa oddzia³uje z czêœci¹ helisy poli-L-proliny, powo-
duj¹c, i¿ reszty hydrofobowe w pozycjach 7, 8, 11 i 14 s¹ oddzielone od œrodowiska
wodnego [14]. Analiza widm dichroizmu ko³owego wykaza³a, ¿e zawartoœæ struk-
tury helikalnej w natywnej cz¹steczce wynosi zaledwie 15%, podobnie jak w przy-
padku syntetycznej stateryny ok. 18–20%. Natomiast w 50% roztworze trifluoroeta-
nolu (TFE) zawartoœæ struktury helikalnej wzrasta do ok. 25%, co wskazuje na istnie-
nie fragmentów amfipatycznych w cz¹steczce. Na podkreœlenie zas³uguje równie¿
fakt, i¿ zawartoœæ struktury helikalnej ulega bardzo nieznacznym zmianom przy ró¿-
nym stê¿eniu jonów wodorowych (pH) oraz jonów wapnia [14]. Ponadto jakakol-
wiek zmiana ujemnego ³adunku w N-koñcowym fragmencie (1-15) cz¹steczki state-
ryny powoduje obni¿enie jej tendencji do przyjmowania ustalonej struktury helikal-
nej, a w rezultacie spadek stabilnoœci konformacyjnej. Natomiast usuniêcie czte-
rech pierwszych (1-4) ujemnie na³adowanych reszt aminokwasowych powoduje
ca³kowity zanik stabilnoœci konformacyjnej i ustalonej struktury helikalnej [14].

Konformacja stateryny ulega równie¿ zmianom w zale¿noœci od tego, czy znaj-
duje siê w roztworze czy te¿ jest zaadsorbowana na powierzchni szkliwa zêba (Rys.
3, 4) [14]. W modelu ludzkiej, natywnej stateryny w roztworze wszystkie ujemnie
na³adowane reszty z N-koñcowego fragmentu stateryny oraz Glu26 i C-koñcowa Phe43

zgromadzone s¹ razem w przestrzeni [14].
Natomiast atomy tlenu grup fosforanowych i hydroksylowych s¹ tak usytuowane

w przestrzeni, i¿ mog¹ maksymalnie oddzia³ywaæ z jonami wapnia, które na powierz-
chni hydroksyapatytu s¹ oddalone od siebie o 5,4 Å. Bior¹c pod uwagê gromadze-
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nie siê ujemnych ³adunków w przestrzeni, a tak¿e zdolnoœæ dwóch cz¹steczek state-
ryny do formowania dimerów w poprzek wyd³u¿onej struktury na C-koñcu, mo¿na
wyjaœniæ proces hamowania pierwotnej precypitacji (wytr¹cania) soli wapniowo fos-
foranowych. Dimer dwóch cz¹steczek stateryny, po³¹czony z powierzchni¹ szkliwa
zêba (Rys. 3) zawiera skupione N-koñcowe ujemnie na³adowane grupy, które s¹
ca³kowicie wyeksponowane dla wi¹zania siê z j¹drem wapniowym, ale miejsca poten-
cjalnej adhezji bakterii s¹ zamaskowane [14].

Rysunek 3. Model cz¹steczki stateryny w roztworze [14]
Figure 3. Model of statherin molecule in solution [14]

W przedstawionym modelu kotwic¹ trzymaj¹c¹ jony wapnia narastaj¹cych
zarodków krystalizacji w roztworze lub na powierzchni szkliwa jest reszta Glu26

oddalona od polarnego N-koñca stateryny, która przy udziale C-koñcowego frag-
mentu Tyr38-Phe43 mo¿e odpowiadaæ za funkcjê mineralizacyjn¹ stateryny w jamie
ustnej [14].

Cz¹steczki stateryny charakteryzuj¹ siê wysokim powinowactwem do hydroksy-
apatytu. W momencie, gdy nastêpuje adsorpcja cz¹steczek stateryny z roztworu na
powierzchniê hydroksyapatytu, ulegaj¹ one czêœciowemu rozfa³dowaniu. Taka zmiana
konformacji jest korzystna termodynamicznie, gdy¿ miêdzy C-koñcowymi resztami
L-tyrozyny i/lub L-glutaminy tworz¹ siê wi¹zania wodorowe. W wyniku rozfa³dowa-
nia wyeksponowane zostaj¹ potencjalne miejsca wi¹¿¹ce dla bakterii (kryptotopy),
które w przypadku wystêpuj¹cej konformacji w roztworze, s¹ zamaskowane. Naj-
czêœciej s¹ to C-koñcowe segmenty -Pro-Gln-, które s¹ rozpoznawane przez adhe-
zyny bakteryjne [16]. N-koñcowy fragment stateryny (Asp1-Glu26) s³u¿y do zakotwi-
czenia cz¹steczki na HAP, podczas gdy C-koñcowy segment mo¿e byæ doœæ elas-
tyczny, zwiêkszaj¹c stabilnoœæ cz¹steczki przez oddzia³ywanie z powierzchni¹ HAP
(Rys. 4).
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Rysunek 4. Model cz¹steczki stateryny na powierzchni szkliwa [14]
Figure 4. Model of statherin molecule on enamel surface [14]

Przedstawione modele struktury stateryny w roztworze i na powierzchni hydro-
ksyapatytu (Rys. 3, 4) wyjaœniaj¹ funkcjonowanie jej jako smaru granicznego i jako
czynnika promuj¹cego adhezjê bakterii.

Model przedstawiony na Rysunku 3 jest konformacj¹ dimerów cz¹steczek state-
ryny w roztworze, w której miejsca bakteryjnego rozpoznawania s¹ maskowane przez
pofa³dowanie struktury. Podczas wi¹zania siê stateryny z roztworu do powierzchni
szkliwa, mo¿e nast¹piæ jej czêœciowe rozfa³dowanie, co pokazuje Rysunek 4. Na
tym modelu stateryna jest czêœciowo rozwiniêta, ale zachowuje swój indywidualny,
strukturalny porz¹dek. Badania na syntetycznych fragmentach bia³ek bogatych
w prolinê pokaza³y, ¿e bakteryjne adhezyny (miejsca przylegania) mog¹ rozró¿niaæ
C-terminalne segmenty -Pro-Gln-. W C-koñcowym odcinku cz¹steczki stateryny
wystêpuj¹ dwie takie sekwencje dipeptydowe (reszty 31-32 oraz 36-37). W przed-
stawionym modelu (Rys. 3) te dwa dipeptydowe segmenty s¹ czêœciowo zakryte,
w wyniku formowania dimerów stateryny, i dlatego s¹ niedostêpne dla bakteryjnej
adhezji. Czêœciowe rozwiniêcie cz¹steczki na powierzchni szkliwa udostêpnia frag-
menty -Pro-Gln- dla w³aœciwego oddzia³ywania z adhezynami bakteryjnymi [14].

2. POWSTAWANIE STATERYNY. GEN DLA STATERYNY

Stateryna jest protein¹, która nie powstaje w procesie proteolizy wiêkszego bia³ka
prekursorowego, lecz jest syntetyzowana poprzez transkrypcjê i translacjê zakodo-
wanej sekwencji nukleotydu w ma³ym genie stateryny. Oppenheim i in. [16] jako
pierwsi pokazali translacjê in vitro ludzkiego staterynowego mRNA, w wyniku któ-
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rej stwierdzono, ¿e prekursor stateryny zawiera 19-aminokwasowy peptyd sygna³o-
wy o nastêpuj¹cej sekwencji aminokwasowej [17]:

 Met-Lys-Phe-Leu-Val-Phe-Ala-Phe-Ile-Leu-Ala-Leu-Met-Val-Ser-Met-Ile-Gly-Ala

Mog³oby siê wydawaæ, i¿ gen dla stateryny znajdzie siê na chromosomie 12,
tam gdzie kompleks genów bia³ek œliny (ang. salivary-protein gene complex, SPC),
w tym niektórych bia³ek wykazuj¹cych powinowactwo do hydroksyapatytu [18, 19].
Jednak, pomimo funkcjonalnego podobieñstwa stateryny do innych bia³ek œliny,
takich jak PRPs czy histatyn, badania Sabatini i in. [20] wskazuj¹, i¿ pojedyncza
kopia genu koduj¹ca ludzk¹ staterynê jest zlokalizowana na chromosomie 4q11-13.
Strukturê genu koduj¹cego staterynê przedstawia poni¿szy Rysunek 5 [21].

Rysunek 5. Struktura fragmentów koduj¹cych i niekoduj¹cych  staterynowego cDNA [21]
Figure 5. Structure of coding and noncoding fragments of statherin cDNA [21]

Ekson 1 koduje wstêpny 5'-koñcowy region niekoduj¹cy mRNA, nie ulegaj¹cy
translacji. Ekson 2 obejmuje kodon startowy ATG i koduje 19-aminokwasowy pep-
tyd sygna³owy. Ekson 3 koduje jeszcze dwie reszty aminokwasowe peptydu sygna³o-
wego oraz N-koñcowy, piêcioaminokwasowy fragment stateryny. Ekson 4 koduje
fragment zasadowy, z³o¿ony z dziesiêciu reszt (6-15) na³adowany dodatnio. Ekson
5 zawiera kodon koñcz¹cy TAA oraz koduje C-terminalny hydrofobowy fragment
obejmuj¹cy reszty 16-43. Ostatni ekson 6 obejmuje sekwencjê 3'-koñcowego frag-
mentu mRNA, nie ulegaj¹cego translacji. Natomiast pomiêdzy wszystkimi eksonami
znajduje siê 5 intronów.

3. POCHODNE STATERYNY

W œlinie ludzkiej, oprócz stateryny w³aœciwej, znajduj¹ siê równie¿ jej trzy krót-
sze pochodne SV1, SV2 oraz SV3 [22]. Jensen i in. [22] stosuj¹c metodê degradacji
Edmana oraz trawienie karboksypeptydaz¹ otrzymanych frakcji bia³kowych okreœ-
lili ich struktury pierwszorzêdowe (Rys. 6).
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Rysunek 6. Struktura pierwszorzêdowa stateryny i jej pochodnych [22].
(P) – oznacza resztê fosforanow¹ (-OH2PO3)

Figure 6. Primary structure of statherin and its derivatives [22].
(P) – phosphoric acid residue (-OH2PO3)

Ponadto w trakcie badañ odkryli, i¿ SV1 powstaje w wyniku potranslacyjnej
modyfikacji stateryny, polegaj¹cej na odszczepieniu C-koñcowej reszty L-fenylo-
alaniny. Kolejne warianty SV2 i SV3 sk³adaj¹ siê z 33 reszt aminokwasowych wskutek
wyst¹pienia delecji reszt 6-15. SV2 jest skróconym analogiem, który nie posiada
reszt aminokwasowych 6-15 (KFLRRIGRFG), obecnych w staterynie, i prawdopo-
dobnie móg³ powstaæ w trakcie sk³adania RNA, czyli usuwania intronów. Natomiast
SV3 ma tak¹ sam¹ sekwencjê jak SV2, z wyj¹tkiem C-koñcowego aminokwasu –
L-fenyloalaniny, i móg³ powstaæ przez potranslacyjne przetworzenie SV2 [22].

Pochodne stateryny SV1, SV2 oraz SV3 stanowi¹ oko³o 30% ca³kowitej iloœci
stateryn, a stosunek iloœci stateryna: SV1 oraz SV2 : SV3 wynosi w obu przypad-
kach 3 : 1 [22].

4. FUNKCJE BIA£KA

Nazwa stateryna pochodzi od greckiego s³owa, ‘statheropio’ co oznacza stabi-
lizowaæ. Stateryna jest bia³kiem œliny zdolnym do hamowania w roztworze pierwot-
nej (spontanicznej) precypitacji soli wapniowo-fosforanowych oraz zapobiegania
wtórnej precypitacji zwi¹zanej z nawarstwianiem kryszta³u hydroksyapatytu [7, 8,
23]. Pe³ni równie¿ wa¿n¹ rolê w utrzymaniu stanu przesycenia œliny. W rezultacie,
stateryna jest bia³kiem wielofunkcyjnym, w pe³nionej roli w jamie ustnej wykracza-
j¹cym poza znaczenie oryginalnej nazwy [23]. Stateryna selektywnie adsorbuje ze
œliny na powierzchniê hydroksyapatytu, co sugeruje, i¿ jest prekursorem powstawa-
nia nabytej ochronnej b³onki powierzchniowej na szkliwie zêbów, a tak¿e determi-
nuje pocz¹tkow¹ kolonizacjê mikrobiologiczn¹ na powierzchni zêbów [23–25]. State-
ryna jest bia³kiem œliny, które w œrodowisku jamy ustnej zarz¹dza jonami wapnia.
Pe³ni równie¿ istotn¹ rolê w ochronie zêbów, bêd¹c podstawowym bia³kiem wcho-
dz¹cym w sk³ad biofilmu pokrywaj¹cego zêby [4].

Badania przeprowadzone przez Douglasa i in. [5] potwierdzi³y zdolnoœæ state-
ryny do funkcjonowania w roli smaru granicznego na powierzchni szkliwa. Jest to
funkcja, która chroni zêby przed wysokim obci¹¿eniem zgryzu i wolnym œlizga-
niem, które pojawiaj¹ siê podczas ¿ucia, a zale¿y od utrzymania na szkliwie zaadsor-
bowanego, amfipatycznego filmu [4]. Z badañ CD oraz obliczeñ momentu hydrofobo-
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wego wynika, ¿e stateryna mo¿e przyjmowaæ amfipatyczn¹, helikaln¹ strukturê na
N-koñcu. Jednak nie tylko N-koñcowe reszty Asp1-Gly15 stateryny odpowiadaj¹ za
jej w³aœciwoœci smaruj¹ce. Polarny N-koniec odpowiada za adsorpcjê cz¹steczki
stateryny do powierzchni hydroksyapatytu, natomiast niepolarny C-koniec jest nie-
zbêdny do utworzenia zorientowanej warstewki na szkliwie. W rezultacie, reszty
hydrofobowe stabilizuj¹ powstaj¹cy amfipatyczny film i redukuj¹ opór w pozio-
mym œlizganiu powierzchni zêbowych [5].

Stateryna jest równie¿ jedn¹ z najbardziej skutecznych œlinowych protein, gdy
chodzi o hamowanie pierwotnego oraz wtórnego wytr¹cania soli wapniowo-fosfo-
ranowych. Tamaki i in. [26] wykazali, i¿ jest ona a¿ o 66-razy silniejszym inhibito-
rem precypitacji ni¿ histatyna-1. W procesie hamowania pierwotnej precypitacji soli
fosforanowo-wapniowych wa¿n¹ rolê pe³ni N-koñcowy fragment Asp1-Lys6, którego
wszystkie reszty wykazuj¹ ³adunek ujemny. Usuniêcie szeœciu C-koñcowych reszt
aminokwasowych Tyr38-Phe43 powodowa³o spadek aktywnoœci antyprecypitacyjnej
o 50% [14]. Natomiast aktywnoœæ stateryny, polegaj¹c¹ na hamowaniu narastania
kryszta³ów na hydroksyapatycie (wtórnej precypitacji soli fosforanowo-wapniowych),
znajduje siê na 1-15 N-koñcowym, ujemnie na³adowanym fragmencie. Usuniêcie
pierwszych czterech reszt powoduje zmniejszenie ujemnego ³adunku na N-koñcu,
wskutek czego nastêpuje spadek aktywnoœci inhibitorowej fragmentu w stosunku
do odcinka 1-15. Tak¿e zast¹pienie w pozycjach 2 i 3 fosfo-L-seryn, L-serynami
powodowa³o mniejsz¹ tendencjê do przylegania i hamowania formowania hydrok-
syapatytu (HAP), w porównaniu do ca³ego fragmentu 1-15 N-koñca stateryny. Ozna-
cza to, ¿e ufosforylowane L-seryny maj¹ istotny wp³yw na hamowanie wzrostu krysz-
ta³ów hydroksyapatytu [6]. Obie te funkcje: hamowanie pierwotnej oraz wtórnej
precypitacji soli fosforanowo-wapniowych, umo¿liwiaj¹ zachowanie stanu przesy-
cenia œliny w stosunku do tych soli, co m.in. umo¿liwia remineralizacjê zêbów.

Inn¹ cech¹ stateryny jest zdolnoœæ ³¹czenia ró¿nego rodzaju bakterii ze szkli-
wem zêba w momencie, gdy jej cz¹steczka zaadsorbuje siê na hydroksyapatycie.
Dziêki temu, eksponowane s¹ miejsca odpowiedzialne za przy³¹czenie komórek
bakteryjnych [27].

Badania Amano i in. [28, 29] dowodz¹, ¿e 29-43 C-koñcowy fragment state-
ryny, a szczególnie sekwencje aminokwasowe 29-30 oraz 41-43, odpowiadaj¹ za
wysok¹ zdolnoœæ wi¹zania niektórych drobnoustrojów do cz¹steczki stateryny. Drob-
noustroje, które wykazywa³y cechy adhezji do cz¹steczki stateryny zaadsorbowanej
na powierzchni hydroksyapatytu, to bakterie: Fusobacterium nucleatum [30], Porphy-
romonas gingivalis [28, 29], Actinomyces viscosus [27, 31, 32], oraz grzyby dro¿d¿o-
pochodne – Candida albicans [33]. Wszystkie wymienione drobnoustroje w du¿ej
mierze s¹ odpowiedzialne za procesy patologiczne tocz¹ce siê na powierzchni korze-
nia zêba oraz w przyzêbiu [34]. W odró¿nieniu od bia³ek bogatych w prolinê (PRPs),
stateryna nie posiada miejsc wi¹¿¹cych dla bakterii uwa¿anych za próchnicotwór-
cze [35, 36]. Nie mo¿na natomiast jednoznacznie odpowiedzieæ na pytanie, czy state-
ryna wykazuje dzia³anie przeciwdrobnoustrojowe [37].
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Inn¹ wa¿n¹ rol¹, choæ nie do koñca poznan¹, jak¹ mo¿e pe³niæ stateryna jest
u¿ywanie jej stê¿enia w œlinie jako wskaŸnika zmian przednowotworowych i nowo-
tworowych w jamie ustnej. Contucci i in. [38] przeprowadzili badania naukowe
mierz¹c stê¿enie stateryny w œlinie za pomoc¹ wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej (HPLC) na dwóch grupach pacjentów. Pierwsz¹ grupê stanowili ochotnicy
zdrowi, natomiast do drugiej nale¿eli pacjenci z chorobami jamy ustnej i œlinianek.
Przeprowadzone wstêpne badania wykaza³y, i¿ poziom stê¿enia stateryny nie ulega³
znacz¹cej redukcji w œlinie pacjentów chorych ze stanami zapalnymi jamy ustnej
lub z guzami œlinianek, w porównaniu do œliny pacjentów zdrowych. Natomiast
zauwa¿ono wyraŸny spadek poziomu stê¿enia stateryny u pacjentów ze zmianami
przednowotworowymi i nowotworowymi jamy ustnej, co sugeruje, i¿ poziom stê¿e-
nia stateryny zale¿y od rodzaju patologii. Znaczna redukcja poziomu stê¿enia state-
ryny u tej grupy pacjentów nasuwa pytanie, czy widoczne zmniejszenie poziomu
stê¿enia stateryny w œlinie jest przyczyn¹ albo skutkiem nowotworów jamy ustnej
[38].

PODSUMOWANIE

Wœród bia³ek œlinowych stateryna jest jedyn¹ protein¹, która jest odpowiedzialn¹
za hamowanie pierwotnej precypitacji soli wapniowo-fosforanowych (spontanicz-
nej) oraz wtórnej precypitacji soli wapniowo-fosforanowych (wzrostu kryszta³ów).
Pe³ni równie¿ wiod¹c¹ rolê w utrzymaniu stanu przesycenia œliny jonami wapnio-
wymi i fosforanowymi, w stosunku do soli wapniowo-fosforanowych [39]. Ponadto
wp³ywa na prawid³owy stan zêbów, selektywnie promuje pierwotn¹ kolonizacjê bak-
terii na nabytej ochronnej b³once powierzchniowej na szkliwie zêbów oraz bierze
udzia³ w transporcie jonów wapniowych i fosforanowych podczas wydzielania œliny
[6, 38]. Wszystkie te funkcje s¹ niezbêdne, aby œlina ludzka zachowa³a zdolnoœci
remineralizacyjne i zapewnia³a homeostazê jamy ustnej [39]. Ponadto istnieje mo¿li-
woœæ wykorzystania oznaczenia poziomu stê¿enia stateryny w œlinie do okreœlenia
zmian przednowotworowych i nowotworowych w jamie ustnej.

Podsumowuj¹c mo¿na powiedzieæ, i¿ zarówno rola, jak¹ pe³ni stateryna w jamie
ustnej, jak i jej wszystkie funkcje, nie s¹ nadal do koñca poznane. Niemniej jednak
zrozumienie obecnoœci i dzia³ania stateryny w œlinie jest wa¿nym krokiem do pozna-
nia œrodowiska jamy ustnej.

PODZIÊKOWANIE

Praca finansowana z BW 8000-5-0034-8 oraz DS 8362-4-0135-8 Uniwersytetu
Gdañskiego.

Rysunki nr 3 i 4 zamieszczone w niniejszej pracy zosta³y wykonane przez stu-
denta Zak³adu Chemii Polipeptydów, Wydzia³u Chemii Uniwersytetu Gdañskiego
p. Krzysztofa Lidzbarskiego.
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ABSTRACT

The use of radiometal-labeled small complexes and biomolecules as diagnostic
and therapeutic agents is a relatively new area of medical research. Radiopharma-
ceuticals are radiolabeled molecules designed to deliver ionizing radiation doses to
specific disease sites. Between the targeting biomolecule and a radionuclide a bifun-
ctional ligand is inserted, one end of which is covalently attached to the targeting
molecule either directly or through a linker whereas the other strongly coordinates
a metallic radionuclide. Selection of a bifunctional ligand is largely determined by
the nature and oxidation state of a metal ion. The metal chelate can significantly
affect the tumor uptake and biodistribution of radiopharmaceuticals based on small
biomolecules. This is because in many cases the metal chelate contributes greatly to
the overall size and lipophilicity of the radiopharmaceutical. Therefore, the design
and selection of the ligand is very important for the development of a clinically
useful therapeutic agent. The requirement for high thermodynamic and kinetic stabi-
lity of the metal complex is often achieved through the use of macrocyclic ligands
with a functionalized arm for covalent bonding to the biomolecule.

In this review synthesis of bifunctional macrocyclic ligands and properties of
radionuclide macrocyclic complexes used in nuclear medicine are presented. We
describe results in two areas: substituted macrocyclic aza ligands for chelation of
hard metal cations, and macrocycles containing sulphur for complexation of soft
metal cations. Special attention was paid to stability of the complexes as well as to
their lipophilicity, which affect biological properties of the formed radiopharmaceu-
ticals. We also include a forecast of the near-term opportunities that are likely to
determine practice in the next few years.

Keywords: nuclear medicine, radiopharmacy, macrocyclic ligands

S³owa kluczowe: medycyna nuklearna, radiofarmacja, ligandy makrocykliczne
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WSTÊP

W ci¹gu ostatnich kilkunastu lat znacznie udoskonalono zarówno metody detek-
cji promieniowania jak i komputerowego przetwarzania uzyskanych danych. Dziêki
temu, diagnostyczne metody medycyny nuklearnej, szczególnie pozytonowa tomo-
grafia emisyjna (PET), s¹ dziœ niezast¹pionym narzêdziem lekarza zarówno diagno-
sty, jak i terapeuty, który ³atwo mo¿e kontrolowaæ przebieg procesu leczenia.

Toksyczny efekt promieniowania jonizuj¹cego, znany od wielu lat, jest wyko-
rzystywany do leczenia zmian patologicznych, g³ównie w onkologii. Rutynow¹
metod¹ leczenia nowotworów jest naœwietlanie chorych tkanek zewnêtrznymi Ÿród-
³ami promieniowania. Metoda ta ma jednak wiele ograniczeñ, takich jak koniecz-
noœæ dok³adnej lokalizacji guzów, niemo¿noœæ leczenia bardzo drobnych i rozsia-
nych przerzutów oraz du¿e deponowanie dawki promieniowania na s¹siednich zdro-
wych tkankach. Aby unikn¹æ tych ograniczeñ, opracowano w ostatnich latach alter-
natywn¹ metodê „celowanej” radioterapii, w której naœwietlanie chorej tkanki nastê-
puje poprzez nakierowany na ni¹ radionuklid.

Celowana radioterapia wykorzystuje radionuklidy, bêd¹ce emiterami promie-
niowania korpuskularnego, które przy³¹czone do cz¹steczek biologicznie aktyw-
nych selektywnie akumuluj¹ siê w chorej tkance. Wyj¹tkow¹ zalet¹ celowanej radio-
terapii jest mo¿liwoœæ niszczenia chorych tkanek bez uszkadzania zdrowych. Ma to
szczególne znaczenie w przypadku ma³ych guzów nowotworowych we wczesnym
stadium rozwoju oraz drobnych przerzutów nowotworowych. Ograniczeniem zasto-
sowania celowanej radioterapii jest koniecznoœæ znalezienia odpowiednich recep-
torów na komórkach nowotworowych oraz cz¹stek biologicznie aktywnych, wykazu-
j¹cych powinowactwo do tych receptorów. Jednak¿e, wed³ug ostatnich danych litera-
turowych [1], mo¿na siê spodziewaæ znalezienia dla oko³o po³owy rodzajów nowo-
tworów odpowiednich cz¹steczek biologicznie aktywnych przydatnych w celowa-
nej radioterapii.

Podczas projektowania nowych radiofarmaceutyków g³ównym zadaniem che-
mika jest otrzymanie odpowiedniego radionuklidu oraz znalezienie metody trwa³ego
zwi¹zania radionuklidu z biomoleku³¹, która na zasadzie rozpoznania molekular-
nego naprowadza radionuklid na chor¹ tkankê. Pracuj¹cy w radiofarmacji chemik
powinien wiêc ³¹czyæ wiedzê w zakresie chemii j¹drowej, organicznej i koordyna-
cyjnej. Celem jego pracy powinno byæ otrzymywanie na prostej drodze kompleksu
odpowiedniego radionuklidu wykazuj¹cego bardzo wysok¹ trwa³oœæ. Ponadto, taki
kompleks powinien mieæ mo¿liwoœæ przy³¹czenia siê trwa³ym wi¹zaniem (zazwy-
czaj peptydowym) do biomoleku³y. Zagadnienia zwi¹zane z otrzymywaniem i bada-
niem nowych radiofarmaceutyków zarówno diagnostycznych, jak i terapeutycznych,
zosta³y opisane w wielu pracach przegl¹dowych, w wiêkszoœci opublikowanych
w czasopismach chemicznych [2–6].

W naszej pracy przegl¹dowej zajêliœmy siê niedu¿ym fragmentem radiofarma-
cji, jakim s¹ kompleksy makrocykliczne, które samodzielnie lub przy³¹czone do
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biomoleku³y tworz¹ radiofarmaceutyk. Ligandy makrocykliczne spe³niaj¹ dwa pod-
stawowe warunki konieczne do ich zastosowania w radiofarmacji:

1. Otrzymane kompleksy musz¹ byæ na tyle mocne, tak aby ich synteza w warun-
kach, gdy stosunek ligandu do radionuklidu jest bliski 1:1 by³a mo¿liwa.
Poniewa¿ stê¿enie radionuklidów nie przekracza zazwyczaj 10–7 M, iloœæ
liganda stosowana do syntezy nie powinna przekraczaæ paru nmoli. Aby
w tych warunkach móg³ powstaæ kompleks z du¿¹ wydajnoœci¹, sta³e trwa-
³oœci kompleksów musz¹ przekraczaæ wartoœæ 1010.

2. Wytworzone kompleksy musz¹ byæ na tyle trwa³e kinetycznie, aby radionu-
klid nie móg³ siê uwolniæ z radiofarmaceutyku. Uwolnione kationy metali
maj¹ bowiem zdolnoœæ gromadzenia siê w tkankach, np. lantanowce w koœ-
ciach, sprawiaj¹c tym samym du¿e zagro¿enie dla szpiku kostnego. Ponie-
wa¿ w p³ynach biologicznych nie ma wolnego liganda, zawsze, nawet z naj-
bardziej trwa³ego kompleksu, nastêpuje uwolnienie kationu metalu. Naj-
wiêksz¹ przydatnoœæ wykazuj¹ inertne kompleksy, dla których proces dyso-
cjacji jest na tyle d³ugi, ¿e w trakcie terapii nie obserwuje siê uwolnienia
radionuklidu. Takie warunki spe³niaj¹ makrocykliczne kompleksy niektó-
rych kationów, np. niskospinowe kompleksy Rh3+ czy Ir3+ o konfiguracji d6.
Kompleksy makrocykliczne tworz¹ siê powoli, dlatego te¿ do ich syntezy
stosuje siê podwy¿szon¹ temperaturê, ale po wytworzeniu s¹ bardzo trwa³e,
nawet w obecnoœci konkurencyjnego liganda.

1. METALICZNE RADIONUKLIDY STOSOWANE W RADIOFARMACJI

Ogromna wiêkszoœæ stosowanych w radiofarmacji radionuklidów zarówno diag-
nostycznych, jak i terapeutycznych to metale. Najwa¿niejsze z nich przedstawiono
w Tabelach 1, 2 i 3.

Tabela 1. Najwa¿niejsze metaliczne radionuklidy znajduj¹ce zastosowanie w terapii
Table 1. The most important radionuclides to be used for therapy
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Tabela 1. Ci¹g dalszy
Table 1. Continuation

*C – otrzymywane w cyklotronie.
 G – otrzymywane z generatora.
 R – otrzymywane w reaktorze.

Tabela 2. Najwa¿niejsze radionuklidy metaliczne stosowane w emisyjnej tomografii pojedynczego
fotonu (SPECT)

Table 2. Main metallic radionuclides used for single photon emission computer tomography (SPECT)
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Tabela 3. Metaliczne radionuklidy stosowane w pozytonowej tomografii emisyjnej (PET)
Table 3. Metallic radionuclides used in positron emission tomography (PET)

Wiêkszoœæ przedstawionych w Tabelach kationów radionuklidów to twarde
kwasy Lewisa, jak np. Ln3+, Sc3+, Y3+ i Zr4+. W zwi¹zku z tym, drog¹ do ich trwa³ego
zwi¹zania z biomoleku³¹ jest zastosowanie ligandów bêd¹cych twardymi zasadami
Lewisa, a wiêc zawieraj¹cych donorowe atomy tlenu i azotu, jak np. karboksylowe
pochodne tetraazamakrocykli.

Drug¹ grupê radionuklidów tworz¹ kationy bêd¹ce miêkkimi kwasami Lewisa,
takie jak At+, Ag+, Cu2+, Rh3+, Re(I), (III,) (V) i Tc (I), (III), (V). Radionuklidy tych
kationów s¹ trwale wi¹zane ligandami zawieraj¹cymi donorowe atomy siarki (grupy
tiolowe, tioeterowe) lub azotu w pirydynie lub imidazolu.

Radionuklidy kationów Ga3+, In3+ i Bi3+ tworz¹ silne kompleksy zarówno z ligan-
dami bêd¹cymi twardymi, jak i miêkkimi zasadami.

2. SYNTEZA I CHARAKTERYSTYKA
MAKROCYKLICZNYCH LIGANDÓW

Syntetyczne zwi¹zki makrocykliczne s¹ znane od 1967 roku, gdy Pedersen [7–8]
opracowa³ syntezê eterów koronowych. Od tego momentu roœnie liczba otrzyma-
nych makrocyklicznych ligandów z ró¿nymi atomami donorowymi, a tak¿e s¹ synte-
zowane i badane ich kompleksy z metalami. Spoœród ró¿norodnych chelatów, azama-
krocykle i ich N- lub C-podstawione pochodne zas³uguj¹ na szczególn¹ uwagê, gdy¿
charakteryzuj¹ siê wysok¹ trwa³oœci¹ termodynamiczn¹, a tak¿e inertnoœci¹ kine-
tyczn¹ w po³¹czeniach z wieloma metalami.
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Kluczowym etapem syntezy azamakrocykli bazuj¹cym na prekursorach linio-
wych jest reakcja cyklizacji. Jedn¹ z najbardziej znanych tego typu syntez jest reak-
cja Richmana-Atkinsa [9]. Na Rys. 1 przedstawiono schemat syntezy cyklenu t¹
metod¹. Do syntezy u¿yto tosylowanych poliamin z dihalogenkami lub ditosylami
w obecnoœci wodorku sodu. Wydajnoœæ syntezy by³a stosunkowo du¿a i wynosi³a
40–90%, w zale¿noœci od wielkoœci stosowanych poliamin makrocyklicznych.
Metoda ta jest równie¿ stosowana do syntezy tri-, penta- i heksaazamakrocykli.

W 1996 r. Weisman i Reed opracowali inn¹ dwuetapow¹ metodê syntezy [10],
znacznie tañsz¹, ³atwiejsz¹ do przeprowadzenia i niewymagaj¹c¹ u¿ycia du¿ych iloœci
rozpuszczalnika DMF (Rys. 2).

Rysunek 1. Reakcja Richmana-Atkinsa syntezy tetraazamakrocykli
Figure 1. Richman - Atkins method for synthesis of tetraazamacrocycles

Rysunek 2. Reakcja otrzymywania cyklenu-metod¹ Weismana i Reeda
Figure 2. Weisman’s and Reed’s method for the synthesis of cyclen
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Tetraazamakrocykle, takie jak np. cyklam, znalaz³y zastosowanie do komplek-
sowania kationów metali tworz¹cych p³askie kompleksy, np. Cu2+. Jednak¿e w przy-
padku wiêkszoœci kationów, wykazuj¹cych wy¿sze liczby koordynacyjne, konieczne
by³o przy³¹czenie do atomów azotu grup funkcyjnych zawieraj¹cych atomy donorowe.
Zazwyczaj by³y to grupy karboksylowe, fosforanowe, aminowe i tiolowe. Otrzymano
w ten sposób takie powszechnie stosowane w radiofarmacji ligandy jak: 1,4,7-triaza-
cyclononane-1,4,7 triacetic acid (NOTA), 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-
tetraacetic acid (DOTA), 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,7-bis(acetic acid)
(DO2A), 1,5,8,12-tetraazacyclotetradecane-1,5,8,12-tetraacetic acid (TETA)
i 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetrakis(methylenephosphonic acid)
(DOTP) (Rys. 3).

Rysunek 3. . Ligandy azamakrocykliczne stosowane w radiofarmacji
Figure 3. Azamacrocyclic ligands used in radiopharmacy

Aby jednak mo¿na by³o przy³¹czyæ do makrocyklu, bezpoœrednio lub poœred-
nio (przez tzw. linker), cz¹steczkê biologicznie czynn¹, nale¿y wprowadziæ do niego
odpowiedni¹ grupê funkcyjn¹, która wytworzy z linkerem lub biomoleku³¹ dosta-
tecznie silne wi¹zanie. Funkcjonalizacja zwi¹zków makrocyklicznych jest jednak
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doœæ skomplikowanym procesem. Niektóre sfunkcjonalizowane ligandy azamakro-
cykliczne zosta³y przedstawione na Rys. 4.

Rysunek 4. Wzory strukturalne niektórych sfunkcjonalizowanych tetraazamakrocykli
Figure 4. Structures of selected functionalized tetraazamacrocycles

Najbardziej rozpowszechnion¹ metod¹ funkcjonalizacji jest do³¹czenie dodat-
kowej grupy funkcyjnej poprzez alkilacjê atomu N w drugorzêdowej aminie [11–18].
W zale¿noœci od warunków reakcji (rodzaj rozpuszczalnika, pH, czas reakcji, tempe-
ratura) i stosunku molowego reagentów, otrzymany produkt by³ czêsto mieszanin¹
ró¿nie podstawionych makrocykli.

Kolejnym przyk³adem reakcji funkcjonalizacji jest „metoda peptydowa”. Polega
ona na wytworzeniu co najmniej jednego wi¹zania peptydowego przed reakcj¹ cykli-
zacji lub w jej trakcie. Literatura podaje przyk³ady zawieraj¹ce kondensacjê podsta-
wionych estrów z liniowymi tetraaminami, addycjê Michaela, czyli reakcjê tetra-
amin z α lub β nienasyconymi zwi¹zkami karbonylowymi. Tworzenie funkcjonali-
zowanych makrocykli mo¿e przebiegaæ tak¿e w reakcji diamin z imidem kwasu
bursztynowego. Wi¹zanie peptydowe jest zazwyczaj redukowane wodorkiem boru
lub LiAlH4. Meares, Moi i in. [19–21], jako pierwsi, zaproponowali syntezê liganda
makrocyklicznego poprzez reakcjê podstawionego estru malonowego z ³añcuchow¹
amin¹. Schemat reakcji przedstawiono na Rys. 5.
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Rysunek 5. Metoda peptydowa opracowana przez Mearesa
Figure 5. Meares’ peptide method for the synthesis of BAT

3. LINKERY

Poniewa¿ bezpoœrednie przy³¹czenie kompleksu do biomoleku³y mo¿e powodo-
waæ zmniejszenie lub zanik jej aktywnoœci biologicznej, aby oddaliæ kompleks od
biomoleku³y, stosuje siê tzw. linkery (³¹czniki). Innym zadaniem linkerów mo¿e byæ
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równie¿ modyfikacja w³aœciwoœci radiofarmacutyku, np. jego lipofilowoœci. Linke-
rem mo¿e byæ prosty ³añcuch wêglowodorowy, zwiêkszaj¹cy lipofilowoœæ lub ³añ-
cuch polipeptydowy (np. poliglicyna, poliseryna), zwiêkszaj¹cy hydrofilowoœæ radio-
farmaceutyku, a tym samym u³atwiaj¹cy jego wydalanie przez system nerkowo-
-moczowy. W wielu pracach wykazano, ¿e niektóre grupy linkerów maj¹ decyduj¹cy
wp³yw na biodystrybucjê przeciwcia³a monoklonalnego znakowanego 111In i 99mTc
[22–23]. Tak¿e ³¹cznik tetrapeptydowy Gly-Gly-Gly-L-(p-NO2)-Phe-CONH2 zna-
cz¹co modyfikowa³ w³asnoœci farmakokinetyczne przeciwcia³a znakowanego 90Y
[24–25].

4. MAKROCYKLICZNE KOMPLEKSY RADIONUKLIDÓW,
BÊD¥CE PREKURSORAMI RADIOFARMACEUTYKÓW

4.1. KOMPLEKSY Y3+ I LANTANOWCÓW

Jak przedstawiono w Tabeli 1, radionuklidy wielu lantanowców mog¹ byæ stoso-
wane w diagnostyce i terapii. Tak¿e 90Y, otrzymywany z generatora 90Sr/90Y, jest
jednym z podstawowych radionuklidów terapeutycznych. Y3+, jest kationem trze-
ciej grupy, ale ze wzglêdu na wielkoœæ promienia jonowego, zbli¿onego do promie-
nia ciê¿kich lantanowców, jest traktowany jako pseudolantanowiec (Rys. 6).

Rysunek 6. Porównanie promienia jonowego Y3+ z promieniami Ln3+, LK = 8
Figure 6. A comparison of ionic radii (Å) for trivalent yttrium and lanthanide metal ions

Trójdodatnie kationy itru i lantanowców tworz¹ kompleksy o liczbach koordy-
nacyjnych od 7 do 10. Jednym z najbardziej popularnych ligandów makrocyklicz-
nych stosowanych w radiofarmacji, który silnie wi¹¿e Y3+ i trójdodatnie jony lanta-
nowców (Ln3+), jest DOTA (Rys. 3). DOTA jest ligandem dostêpnym handlowo, co
dodatkowo u³atwia jej zastosowanie.
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DOTA z itrem i niektórymi lantanowcami na stopniu utlenienia +3 tworzy kom-
pleksy wykazuj¹ce w ciele sta³ym LK = 9. W naro¿ach antypryzmatu kwadratowego
znajduj¹ siê cztery atomy azotu i cztery atomy tlenu, a dodatkowo jedna œciana jest
centrowana cz¹steczk¹ wody [26–32]. Kompleksy lantanowców z DOTA mog¹ wystê-
powaæ w postaci czterech mo¿liwych izomerów. Izomery A i B s¹ wzglêdem siebie
enancjomerami nierozró¿nialnymi metod¹ NMR. Tworz¹ one antypryzmat kwadra-
towy o ró¿nym po³o¿eniu przestrzennym grup karboksylowych. Taka sama konfor-
macja pierœcienia wystêpuje w przypadku izomerów C i D, które s¹ równie¿ par¹
enancjomerów. Konwersja ka¿dej pary enancjomerów nastêpuje poprzez inwersjê
grup etylenowych i jednoczesn¹ lub stopniow¹ rotacjê grup octanowych [33]. Kine-
tyka tworzenia siê kompleksów DOTA z radionuklidami lantanowców jest powolna
i zale¿y g³ównie od warunków znakowania, czyli od stê¿enia ligandu, temperatury,
pH, rodzaju buforu, a tak¿e od stê¿enia substancji zanieczyszczaj¹cych – g³ównie
kationów innych metali, np. Fe3+, Zn2+, Ca2+.

W zale¿noœci od pH roztworu, DOTA i jej pochodne maj¹ tendencjê do wystêpo-
wania w jednej z dwóch form [34–41]. Dominuj¹c¹ form¹ w zakresie pH = 3,6–5,0
jest H3(DOTA)–, podczas gdy w zakresie pH = 6,0–7,0 wystêpuje H2(DOTA)2–.
W przejœciowym, podwójnie protonowanym kompleksie YH2(DOTA)+, kation Y3+

znajduje siê na zewn¹trz makrocyklu i jest koordynowany jedynie poprzez cztery
atomy tlenu grup karboksylowych. Usuniêcie protonu z pierœcienia azotowego powo-
duje wytworzenie kompleksu YH(DOTA), w którym Y przemieszcza siê w kierunku
pierœcienia i tworzy wi¹zanie z czterema tlenami grup karboksylowych oraz z jedym
atomem azotu. Tak wiêc tworzenie siê kompleksu Y(DOTA)– zachodzi poprzez pow-
stawanie dwóch poœrednich struktur: YH2(DOTA)+ i YH(DOTA). Czynnikiem limitu-
j¹cym szybkoœæ reakcji jest powolne odszczepienie protonu z kompleksu YH(DOTA)
i utworzenie oœmiokoordynacyjnego kompleksu Y(DOTA)–. W trakcie tej reakcji
nastêpuje przegrupowanie pierœcienia makrocyklicznego z rotacj¹ wi¹zañ C-C, C-N
i inwersj¹ atomu N. Kiedy proton zostaje usuniêty, tworzenie wi¹zañ koordynacyj-
nych przez pozosta³e trzy atomy N jest szybsze.

Jak wiêc widaæ, wad¹ ligandów tetraazamakrocyklicznych jest powolna kine-
tyka tworzenia kompleksów z kationami lantanowców. Aby przezwyciê¿yæ ten pro-
blem, pojawi³ siê pomys³ zastosowania ligandów o wiêkszym pierœcieniu zawiera-
j¹cym 5 lub 6 atomów azotu, takich jak PEPA czy HEHA (Rys. 3). Ligandy te wyka-
zuj¹ szybsz¹ kinetykê kompleksowania lantanowców, ale ci¹gle jeszcze wolniejsz¹
ni¿ ligandy acykliczne. Sta³e szybkoœci tworzenia kompleksów (Tab. 4) rosn¹ wraz
ze wzrostem wielkoœci pierœcienia makrocyklu. Dla przyk³adu HEHA tworzy kom-
pleks z Lu i Y 100 razy szybciej ni¿ DOTA, ale reaguje 10 razy wolniej ni¿ jej
liniowy analog DTPA [42]. Nie zaobserwowano prostej korelacji miêdzy iloœci¹ ato-
mów azotu w pierœcieniu a trwa³oœci¹ utworzonych kompleksów (Tab. 5). Dane
przedstawione (Tab. 4 i 5) pokazuj¹, ¿e na szybkoœæ tworzenia kompleksów z Lu3+

i Y3+ ma wp³yw elastycznoœæ ligandu, rosn¹ca z wielkoœci¹ pierœcienia makrocyk-
licznego, a wiêc z liczb¹ atomów N, a nie termodynamiczna trwa³oœæ powstaj¹cych
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kompleksów. Wydaje siê, ¿e perspektywicznym ligandem jest HEHA, tworz¹ca
znacznie szybciej równie silne kompleksy z lantanowcami jak DOTA.

Tabela 4. Pseudo-pierwszego rzêdu sta³e szybkoœci tworzenia kompleksów, pH = 7,8 i t = 25°C [42]
Table 4. Pseudo-first-order rate constants of complexes formation at pH = 7,8 and t = 25°C

Tabela 5. Sta³e trwa³oœci kompleksów lantanowców z niektórymi ligandami makrocyklicznymi i DTPA
Table 5. Stability constants of lanthanide complexes with selected macrocyclic ligands and DTPA

4.2. KOMPLEKSY Ga3+ I In3+

Radionuklidy 67,68Ga i 111In znalaz³y szerokie zastosowanie w diagnostyce, 67Ga
i 111In w technice SPECT, a 68Ga w PET. Dodatkow¹ zalet¹ 68Ga jest mo¿liwoœæ
otrzymania tego radionuklidu z generatora 68Ge/68Ga.

Kationy Ga3+ i In3+, mimo ¿e nale¿¹ do bloku p, wykazuj¹ du¿e podobieñstwo
chemiczne do kationów grupy 3, Sc3+ i Y3+ oraz lantanowców. Dlatego ligandy opra-
cowane dla tych kationów znalaz³y tak¿e zastosowanie do koordynacji Ga3+ i In3+.
Jednak, w odró¿nieniu od kationów lantanowców, kationy Ga3+ i In3+ wykazuj¹ ni¿-
sze liczby koordynacyjne w tworzonych kompleksach, od 4 do 6. W rzadkich przy-
padkach In3+ mo¿e tak¿e tworzyæ kompleksy o LK = 7 i 8 [43].

Od d³u¿szego czasu 67Ga w postaci cytrynianu znajduje zastosowanie w diag-
nostyce nowotworów [44–46]. Wykorzystuje siê tu du¿e podobieñstwo Ga3+ i Fe3+.
W p³ynach biologicznych cytryniany zostaj¹ wyparte ze sfery koordynacyjnej przez
transferynê i kompleksy 67Ga3+, podobnie jak kompleksy Fe3+ z transferyn¹, kumu-
luj¹ siê w komórkach nowotworowych.
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Ostatnio coraz czêœciej wykorzystuje siê radionuklidy Ga i In do diagnostyki
receptorowej. Radionuklidy te, przy³¹czone do ró¿nych peptydów, znajduj¹ zasto-
sowanie zarówno w diagnostyce SPECT, jak i PET [47–48]. Pocz¹tkowo kationy te
by³y kompleksowane acyklicznymi ligandami, takimi jak DTPA lub desferoksamina.
Jednak ze wzglêdu na mo¿liw¹ transchelatacjê Ga3+ i In3+ do transferyny, ligandy
stosowane do wi¹zania Ga3+ i In3+ musz¹ tworzyæ wi¹zania silniejsze ni¿ transferyna
(Ga(III)-transferyna, log K = 20,3 [49], In(III)-transferyna log K = 18,74 [50]).
W przypadku wielu ligandów acyklicznych stwierdzono oddysocjowanie radionu-
klidów Ga3+ i In3+, dlatego te¿ w dalszych pracach skupiono siê na ligandach makro-
cyklicznych. Sta³e trwa³oœci tych kompleksów z DOTA nie s¹ co prawda du¿o wiêk-
sze ni¿ kompleksów z DTPA, ale ze wzglêdu na ich inertnoœæ uwalnianie radionu-
klidów Ga i In by³o znacznie mniejsze.

Porównuj¹c powinowactwo do receptorów na komórkach nowotworowych radio-
farmaceutyku DOTA-[Tyr]3-okterotydu (DOTATOC) zawieraj¹cego nuklidy Y i Ga
stwierdzono bardzo du¿e ró¿nice (Tab. 6). W Tabeli tej przedstawiono powinowac-
two (IC50) jako stê¿enie radiofarmaceutyku potrzebnego do wyparcia z receptora
sstr2 po³owy somatostatyny znakowanej 125I.

Tabela 6. Powinowactwo DOTATOC znakowanego ró¿nymi kationami metali do receptora sstr2 [51]
Table 6. Affinity of DOTATOC labeled with various metal cations for sstr2 receptor

W podobnych badaniach stwierdzono znacznie wiêksze powinowactwo radio-
farmaceutyku DOTA-1-Nal3-octreotide (DOTA-NOC) znakowanego 111In ni¿ znako-
wanego 90Y [52]. Pomimo du¿ego podobieñstwa chemicznego kationów Ga3+, In3+

i Y3+, zaobserwowano niespodziewane ró¿nice w powinowactwie radiofarmaceuty-
ków do receptorów komórkowych, w zale¿noœci od kationu. W rezultacie poszerzono
badania tych kompleksów o ich strukturê w ciele sta³ym i w roztworze. Liu i in. [53]
zsyntezowali modelowe kompleksy In3+ i Y3+ z pochodnymi DOTA 1,4,7,10-tetra-
aza-4,7,10-tris-(carboxymethyl)-1-cyclododecylacetylbenzylamine (DOTABA) oraz
1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid mono(p-aminoanilide)
(DOTA-AA) (Rys. 7).
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Rysunek 7. Wzory strukturalne modelowych ligandów DOTA-BA i DOTA-AA
Figure 7. Structures of two model compounds: DOTA-BA and DOTA-AA

Badania rentgenograficzne wykaza³y, ¿e Y3+ i In3+ z DOTA-BA i z DOTA-AA
tworz¹ kompleksy oœmiokoordynacyjne, natomiast Ga3+ szeœciokoordynacyjne
[54–55]. Jednak w roztworze, jak to wykazano metod¹ NMR, grupa karbonylowa
ligandu nie uczestniczy w koordynacji In3+ i wykazuje on LK = 7, natomiast kom-
pleksy Y3+ maj¹ w roztworze tak¹ sam¹ strukturê jak w ciele sta³ym. Otrzymane
wyniki zosta³y potwierdzone chromatograficznie. Stwierdzono bowiem, ¿e czas reten-
cji In-DOTA-AA jest znacznie mniejszy od czasu retencji Y-DOTA-AA [57].
Podobne wyniki otrzymano tak¿e dla kompleksów DOTA-BA [56]. Ró¿nice w reten-
cji kompleksów wynika³y z wiêkszej hydrofilowoœci siedmiokoordynacyjnych kom-
pleksów In3+ z nieskoordynowan¹ grup¹ amidow¹. Oczywiœcie, najbardziej hydrofi-
lowe by³y szeœciokoordynacyjne kompleksy Ga3+ z woln¹ grup¹ amidow¹ i karbok-
sylow¹. Bardziej otwarta i giêtka struktura kompleksów Ga3+ i In3+ pozwala na lep-
sze dopasowanie peptydów do receptorów komórkowych ni¿ w przypadku kom-
pleksów Y3+, w których wykorzystanie grupy amidowej do koordynacji zbli¿a kom-
pleks do peptydu i usztywnia radiofarmaceutyk. Wiêksza hydrofilowoœæ komplek-
sów Ga3+ i In3+, w porównaniu z kompleksami Y3+, wp³ywa tak¿e na lepsze wydala-
nie z moczem radiofarmaceutyków nie zwi¹zanych z receptorami [57].

Badania te mia³y fundamentalne znaczenie, ze wzglêdu na mo¿liwoœæ zastoso-
wania znakowanych 67,68Ga i 111In, pochodnych oktreotydu, jako wskaŸników dozy-
metrycznych w radioterapii oktreotydem znakowanym 90Y. W przypadku podob-
nych w³asnoœci farmakokinetycznych oraz zbli¿onego powinowactwa do recepto-
rów komórkowych, radiofarmaceutyki znakowane 67,68Ga i 111In mo¿na zastosowaæ
do badania wra¿liwoœci komórek nowotworowych na radiofarmaceutyki terapeu-
tyczne.

Obserwuj¹c doniesienia literaturowe dotycz¹ce u¿ycia 67,68Ga i 111In w diagno-
styce receptorowej, mo¿na stwierdziæ, ¿e wiêkszoœæ prac dotyczy biomoleku³ sprzê-
¿onych z ligandem DOTA. Jest to spowodowane du¿¹ dostêpnoœci¹ DOTA i jej
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dwufunkcyjnych pochodnych, a tak¿e dostêpnoœci¹ gotowego oktreotydu sprzê¿o-
nego z DOTA. Wczeœniej ju¿ dobrze opracowano procedury znakowania biomole-
ku³ zawieraj¹cych DOTA radionuklidami 90Y i 177Lu [58–60].

Ga3+ (ri = 76 pm) jest kationem mniejszym ni¿ kationy lantanowców, dlatego
DOTA, której wielkoœæ luki jest dobrze dopasowana do kationów Y3+ i Ln3+, nie jest
optymalnym ligandem dla Ga3+. Lepsze dopasowanie Ga3+ uzyskano dla karboksylo-
wych i tiolowych pochodnych triazacyklononanu (Rys. 8) [61].

Rysunek 8. Wzór strukturalny ligandów, pochodnych triaazacyklononanu
Figure 8. Chemical structures of triazacyclononane derivatives

Ligandy te tworz¹ z Ga3+ jak i z In3+ silniejsze kompleksy ni¿ DOTA. Szcze-
góln¹ trwa³oœæ wykazuj¹ kompleksy z ligandami zawieraj¹cymi grupy etylenotiolowe,
jak np. z TACN TS. Sta³e trwa³oœci tych kompleksów przedstawiono w Tabeli 7.

Tabela 7. Sta³e trwa³oœci kompleksów Ga3+, In3+ i Y3+ z DOTA, NOTA i TACN TS, (μ = 0,1) 25°C
Table 7. Stability constants of Ga3+, In3+ i Y3+ complexes with DOTA, NOTA and TACN TS,

(μ = 0,1) 25°C

Dane w Tabeli 7 jednoznacznie pokazuj¹, ¿e zarówno w przypadku Ga3+ jak i In3+

kompleksy z NOTA, a szczególnie z TACN TS, s¹ znacznie silniejsze ni¿ z DOTA,
przy czym trwa³oœæ kompleksu Ga3+-DOTA jest zbli¿ona do trwa³oœci kompleksu
Ga3+-transferyna, co mo¿e powodowaæ transchelatacje radionuklidów galu, szczegól-
nie d³u¿ej ¿yj¹cego 67Ga. Kompleks Ga3+ z NOTA zosta³ zidentyfikowany jako szeœ-
ciokoordynacyjny, ze struktur¹ pseudo oktaedru. Kation Ga3+ bardzo dobrze pasuje
do luki w NOTA utworzonej przez trzy atomy tlenu z trzech grup karboksylowych
w jednej p³aszczyŸnie i trzy atomy azotu w drugiej. Dla kompleksu In3+ z TACN TS
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stwierdzono istnienie struktury poœredniej pomiêdzy oktaedrem a antypryzmatem
trygonalnym [64]. Stwierdzono te¿, ¿e ligand ten jest bardziej plastyczny ni¿ DOTA
i lepiej dopasowuje siê do kompleksowanego kationu. Tak wiêc, zarówno dobre
dopasowanie, jak i powinowactwo Ga3+ i In3+ do donorowych atomów siarki odpo-
wiada za du¿¹ trwa³oœæ kompleksów tych kationów z TACN TS.

4.3. KOMPLEKSY Rh3+, Cu2+ I Ag+

W odró¿nieniu od opisanych w punktach 4.1 i 4.2 radionuklidów, których
kationy by³y twardymi kwasami, kationy miedzi, rodu i srebra s¹ typowymi miêk-
kimi kwasami Lewisa. Dlatego ligandy zaprojektowane dla radionuklidów Ln3+, Y3+,
Ga3+ czy In3+ nie tworzy³y silnych kompleksów z Rh3+, Cu2+ i Ag+. Wspóln¹ cech¹
miêkkich kwasów Lewisa jest tworzenie trwa³ych po³¹czeñ z ligandami zawieraj¹-
cymi donorowe atomy siarki (tioetery, tiole), azotu (aminy, grupa imidazolowa) lub
fosforu, dlatego te¿ takie ligandy wybrano do kompleksowania tych kationów.

Rod ma dwa bardzo atrakcyjne radionuklidy, które mog¹ byæ zastosowane
w radiofarmacji. Radionuklid 105Rh jest niskoenergetycznym emiterem promienio-
wania β – o charakterystyce promieniowania podobnej do 177Lu, a 103mRh zosta³ zakwa-
lifikowany jako najlepszy radioizotop w terapii elektronami Augera [65]. Beznoœni-
kowy 105Rh otrzymuje siê przez naœwietlenie w reaktorze metalicznej tarczy ruteno-
wej. Powsta³y w wyniku rozpadu β – 105Ru radionuklid 105Rh mo¿e byæ bardzo ³atwo
oddzielony przez odparowanie tarczy rutenowej po jej utlenieniu do RuO4 lub przez
ekstrakcjê RuO4 do CCl4 [66]. Radionuklid 103mRh mo¿na otrzymaæ bezpoœrednio
w szpitalu z generatora 103Ru/103mRh [67].

Dodatkow¹ zalet¹ radionuklidów rodu jest fakt, ¿e kation Rh3+ ma w komplek-
sach niskospinowych konfiguracje d6, charakterystyczn¹ dla bardzo trwa³ych kine-
tycznie kompleksów. Niestety, z powodu trwa³oœci kinetycznej tych kompleksów,
ich synteza jest bardzo powolna. Aby j¹ przyœpieszyæ, zastosowano roztwory wod-
no-etanolowe. W tych roztworach etanol redukowa³ Rh3+ do Rh+, który szybko by³
kompleksowany i nastêpnie utleniany tlenem powietrza do Rh3+ [68].

W celu zwi¹zania kationów 105Rh z biomoleku³¹, zaproponowano tetradentne
cykliczne i acykliczne ligandy zawieraj¹ce donorowe atomy siarki i azotu. Kom-
pleksowanie wszystkimi badanymi ligandami by³o bardzo wydajne. Zauwa¿ono jed-
nak, ¿e w makrocyklicznych ligandach [14]ane NS3, [14]ane N2S2 i [14]ane N4 zastê-
powanie donorowych atomów siarki atomami azotu powodowa³o du¿y spadek wydaj-
noœci znakowania [69].

MiedŸ posiada kilka radionuklidów, które znalaz³y zastosowanie zarówno
w diagnostyce, jak i w terapii. Najwa¿niejsze z nich to: krótko¿yciowy 62Cu, otrzymy-
wany z generatora 62Ni/62Cu i wykorzystywany w badaniach perfuzyjnych technik¹
PET, terapeutyczny emiter β – 67Cu oraz radionuklid 64Cu, bêd¹cy jednoczeœnie emite-
rem β + jak i β – i równie¿ zastosowany zarówno w terapii, jak i diagnostyce PET.
W celu przy³¹czenia radionuklidów miedzi do biomoleku³ stosowano powszechnie
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ligandy tetraazamakrocykliczne, takie jak cyklam, cyklen i ich pochodne. Welch,
Anderson i in. w szeregu pracach pokazali, ¿e formalny ³adunek tych kompleksów
silnie wp³ywa na ich zachowanie biologiczne. Dodatnio na³adowane kompleksy
akumulowa³y siê silnie w nerkach i w¹trobie, natomiast obojêtne i ujemnie na³ado-
wane by³y ³atwo usuwane z organizmu przez nerki [69–72].

Obecnie do wi¹zania radionuklidów miedzi powszechnie stosuje siê karboksy-
lowe pochodne tetraazamakrocykli. W kompleksach z DOTA i TETA (Rys. 3) kation
Cu2+ wchodzi do pierœcienia teraazamakrocyklicznego, a dwie grupy karboksylowe
tworz¹ s³abe wi¹zania z miedzi¹ w pozycjach aksjalnych. Stwierdzono tak¿e, ¿e
Cu2+ tworzy trwalsze termodynamicznie i kinetycznie kompleksy z ligandami tetra-
azamakrocyklicznymi, zawieraj¹cymi poprzecznie mostkowane atomy azotu [73].

4.4. Makrocykliczne kompleksy ααααα emiterów bizmutu i astatu

Dwa radionuklidy bizmutu 212Bi i 213Bi, bêd¹ce emiterami cz¹stek α, mog¹ zna-
leŸæ zastosowanie w terapii radionuklidowej. Emisja cz¹stek α o ma³ym zasiêgu
predestynuje 212,213Bi g³ównie do zwalczania przerzutów nowotworowych wystêpu-
j¹cych w postaci ma³ych guzków o œrednicy kilku komórek, rozsianych na du¿ej
powierzchni tkanki lub nowotworów we wczesnym stadium rozwoju. W ten sposób
radiofarmaceutyki znakowane 212,213Bi by³yby uzupe³nieniem dla istniej¹cych ju¿
radiofarmaceutyków na bazie emiterów β −, wykorzystywanych w radioterapii du¿ych
guzów nowotworowych. Du¿¹ zalet¹ 212Bi i 213Bi jest mo¿liwoœæ otrzymywania obu
radionuklidów z generatorów, odpowiednio 228Th/212Bi i 225Ac/213Bi. Wad¹ ograni-
czaj¹c¹ mo¿liwoœæ zastosowania obu radionuklidów bizmutu w radiofarmacji jest
ich stosunkowo krótki czas po³owicznego rozpadu, wynosz¹cy 46 min. dla 213Bi
i 1,0 godz. dla 212Bi.

Bi3+ zosta³ sklasyfikowany przez Pearsona [74] jako kation le¿¹cy na granicy
twardych i miêkkich kwasów Lewisa. Podobnie jak lantanowce, tworzy on bardzo
trwa³e kompleksy z ligandami zawieraj¹cymi twarde donorowe atomy O i N. Tak
wiêc ligandy zaprojektowane dla Y3+ i Ln3+ tworz¹ równie¿ silne kompleksy z Bi3+.
Jednak¿e znakowane 212Bi radiofarmaceutyki, zawieraj¹ce acykliczne ligandy, takie
jak EDTA i DTPA, uwalnia³y w organiŸmie radiotoksyczny 212Bi, który gromadzi³
siê w nerkach. Dalsze badania wykaza³y jednak, ¿e kompleksy radionuklidów biz-
mutu z izomerem trans kwasu cyclohexyldiethylenetriaminepentowego (CyDTPA)
s¹ znacznie bardziej inertne [75–77].

Równolegle prowadzono badania trwa³oœci kompleksów radionuklidów bizmutu
z makrocyklicznymi ligandami, takimi jak DOTA i NOTA, które jak pokazano
w punktach 4.1 i 4.2, tworz¹ z trójwartoœciowymi metalami bardzo trwa³e kompleksy
zarówno termodynamicznie, jak i kinetycznie. W ciele sta³ym kompleks Bi(DOTA)–

ma strukturê zdeformowanego antypryzmatu kwadratowego, w którym p³aszczyzna
wyznaczona przez 4 tleny jest wzglêdem p³aszczyzny wyznaczonej przez 4 azoty
obrócona o 30°. Struktura Bi(DOTA)– bardzo przypomina strukturê Lu(DOTA)–.
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Jednak¿e, ze wzglêdu na wystêpowanie stereochemicznie czynnej wolnej pary 6s2,
odleg³oœci Bi-N s¹ znacznie krótsze ni¿ odleg³oœci Lu-N, mimo ¿e kation Bi3+ ma
znacznie wiêkszy promieñ jonowy. W zwi¹zku z tym, struktura kompleksu Bi3+ jest
bardziej zwarta i kompleksy bizmutu s¹ silniejsze (log KBi(DOTA) = 30,3) ni¿ lanta-
nowców [78].

Trwa³oœæ i inertnoœæ kompleksów bizmutu z DOTA zosta³a potwierdzona
w szeregu badañ zarówno in vitro [79], jak i in vivo [80]. Niestety du¿a inertnoœæ
kompleksów trójwartoœciowych metali z DOTA powoduje, ¿e ich synteza jest
powolna. W przypadku radionuklidów 212,213Bi o czasach po³owicznego rozpadu
46 min. i 1 godz. d³ugi czas syntezy kompleksów uniemo¿liwia³ efektywne znako-
wanie. Skierowano wiêc uwagê na inne makrocykliczne ligandy, tworz¹ce bardziej
labilne kompleksy. Garmestani i in. [81] zbadali mo¿liwoœæ zastosowania makro-
cyklu zawieraj¹cego 5 atomów azotu w pierœcieniu i 5 grup karboksylowych, kwas
1,4,7,10,13-pentaazacyklopentadecane N,N',N'',N''',N''''-pentaoctowy (PEPA) (Rys. 3).
Niestety, badania biodystrybucji i trwa³oœci koniugatu (przeciwcia³o monoklonalne-
-PEPA-206Bi) wykaza³y, ¿e otrzymany koniugat mia³ gorsz¹ trwa³oœæ ni¿ znakowane
przeciwcia³o, skoniugowane z DTPA. Tak¿e kinetyka znakowania by³a w dalszym
ci¹gu powolna.

Inn¹ mo¿liwoœci¹ zastosowania 212Bi w radiofarmacji jest wykorzystanie kon-
cepcji tzw. „generatora in vivo” [82]. Polega ona na zwi¹zaniu macierzystego, d³u-
¿ej ¿yj¹cego radionuklidu, który w wyniku rozpadu tworzy krócej ¿yj¹cy radionuk-
lid o w³asnoœciach terapeutycznych. W przypadku 212Bi, macierzystym radionukli-
dem jest 212Pb (t1/2 = 10 godz.), który ulega rozpadowi w reakcji:

212Pb → 212Bi → 208Ti

Takie podejœcie pozwala na znaczne wyd³u¿enie procesu terapeutycznego.
W przypadku d³u¿ej ¿yj¹cego radionuklidu 212Pb, mo¿liwe jest, w odró¿nieniu od
212Bi, zastosowanie makrocyklicznych ligandów. Jednogodzinna synteza kompleksu
przy czasie po³owicznego rozpadu 10 godz. nie stanowi istotnego ograniczenia. G³ów-
nym wymaganiem w stosunku do liganda jest utworzenie trwa³ych kompleksów
zarówno z nuklidem macierzystym 212Pb, jak i produktem rozpadu 212Bi. Jeœli
uwzglêdnia siê tylko energiê odrzutu, to rozpad β – radionuklidu 212Pb nie powinien
niszczyæ wi¹zañ metalu z ligandem, poniewa¿ oszacowana energia odrzutu powsta-
j¹cego 212Bi wynosi tylko 0,5 eV. Nie jest to energia wystarczaj¹ca, poniewa¿ zerwa-
nie wi¹zañ wymaga ok. 10 eV. Jednak¿e w czasie rozpadu 212Pb powstaje wzbu-
dzone j¹dro 212Bi, które w wyniku oddzia³ywania z pow³okami elektronowymi powo-
duje emisje œrednio trzech elektronów konwersji. Tak wiêc, w wyniku rozpadu 212Pb,
powstaje 212Bi w postaci Bi5+, który ³atwo uwalnia siê z kompleksu. Eksperymental-
nie stwierdzono, ¿e w czasie przemiany 212Pb → 212Bi w kompleksie Pb(DOTA)2–

uwalnia siê 36% atomów 212Bi. Uwolniony 212Bi, maj¹cy zdolnoœæ gromadzenia siê
w wielu organach, szczególnie nerkach, stanowi³by du¿e zagro¿enie dla organizmu
i ogranicza³by mo¿liwoœæ zastosowania koniugatów z 212Pb jedynie w procesach,

β − α

β −
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w których radiofarmaceutyk ulega szybko internalizacji. Lepsze wyniki, jeœli chodzi
o wi¹zanie 212Pb, uzyska³ Chappell i in. stosuj¹c analog DOTA, w którym grupy
karboksylowe zosta³y zast¹pione grupami amidowymi [83]. Przeprowadzone ostat-
nio badania na zwierzêtach z koniugatem 212Pb-biotyna [84] wskazuj¹ na du¿¹ kumu-
lacjê 212Bi w wszczepionych guzach, a stosunkowo niedu¿¹ w innych organach, rów-
nie¿ w nerkach. Autorzy proponuj¹, aby uwalniany 212Bi wi¹zaæ podawanym dodat-
kowo pacjentom chelatem selektywnym na kationy Bi3+.

Innym obiecuj¹cych emiterem promieniowania α, mog¹cym znaleŸæ zastoso-
wanie w celowanej radioterapii, jest izotop astatu 211At [85]. Badania kliniczne
z zastosowaniem przeciwcia³ znakowanych 211At s¹ bardzo zaawansowane. Znako-
wanie biomoleku³ prowadzi siê zazwyczaj przez astatowanie pierœcienia benzeno-
wego. Jednak po³¹czenia astatu z wêglem s¹ znacznie s³absze ni¿ innych chlorow-
ców, przez co astatowane biomoleku³y nie wykazuj¹ du¿ej trwa³oœci. Astat jest naj-
ciê¿szym chlorowcem o w³asnoœciach chemicznych ró¿ni¹cych go od l¿ejszych homo-
logów. Wystêpuje na stopniach utlenienia od –1 do +7, przy czym najbardziej trwa³y
jest jako At– i At+. Kation astatu na stopniu +1, jako miêkki kwas Lewisa, wykazuje
du¿e powinowactwo do chelatuj¹cych ligandów zawieraj¹cych donorowe atomy siarki,
selenu i fosforu [86]. Autorzy tej pracy stosowali acykliczne ligandy, jednak nie
przeprowadzili badañ trwa³oœci tych kompleksów. Yordanov i in. [87] próbowali zasto-
sowaæ makrocykliczne ligandy do kompleksowania 211At. Zsyntezowany przez tych
autorów 25,26,27,28-tetrakis(2-tioacetatoethoxy)calix[4]arene efektywnie komplek-
sowa³ 211At, jednak¿e wykazywa³ bardzo ma³¹ stabilnoœæ w badaniach in vivo. Auto-
rzy stwierdzili wiêc bardzo ma³¹ przydatnoœæ tego kompleksu w radiofarmacji.

Innym radionuklidem jednowartoœciowego kationu mog¹cym mieæ zastosowa-
nie w radiofarmacji jest 111Ag. Radionuklid ten jest emiterem promieniowania β –

o stosunkowo d³ugim czasie po³owicznego rozpadu t1/2 = 7,45 d. Jego zastosowanie
w radiofarmacji wymaga silnego zwi¹zania z ligandami. Srebro w kompleksach jest
bardzo labilnym centrum metalicznym, w którym proces wymiany ligandów zacho-
dzi bardzo szybko. Alberto i in. [88] stwierdzili, ¿e jedynie ligandy makrocykliczne
mog¹ wytworzyæ z kationami Ag+ odpowiednio inertne kompleksy. Autorzy zsynte-
zowali dwie hydroksy pochodne cyklicznych tioeterów 3,6,9,12,15,18-Hexathiano-
nadecanol i 3,6,9,13,16,19-Hexathiaicosanol (Rys. 9) oraz ich kompleksy z Ag+.



A. BILEWICZ, A. MAJKOWSKA630

Rysunek 9. Hydroksylowe pochodne cyklicznych ligandów tioeterowych
Figure 9. Structures of hydroxylic derivatives of crown thioether ligands

Otrzymane kompleksy mia³y strukturê tertraedryczn¹ w stanie sta³ym i oktaed-
ryczn¹ w roztworze. Kompleksy te wykazuj¹ rzadko spotykan¹ dla Ag+ liczbê koor-
dynacyjn¹ 6, dziêki czemu powinny wykazywaæ du¿¹ trwa³oœæ. Niestety, pomimo
zapowiedzi, autorzy nie przeprowadzili badañ trwa³oœci w warunkach in vitro
i in vivo.

PODSUMOWANIE

Rosn¹ca w ostatnich latach rola radioizotopowych metod diagnostyki i terapii
medycznej by³a w du¿ym stopniu mo¿liwa dziêki rozwojowi chemii koordynacyj-
nej. Zsyntezowane makrocykliczne ligandy idealnie nadawa³y siê do trwa³ego zwi¹-
zania radionuklidów. Du¿a trwa³oœæ tych kompleksów, zwi¹zana z tzw. efektem
makrocyklicznym, powodowa³a, ¿e obecnie znaczny procent stosowanych radiofar-
maceutyków jest oparty na makrocyklicznych kompleksach radionuklidów. Szcze-
góln¹ zalet¹ kompleksów makrocyklicznych jest ich inertnoœæ. Skompleksowany
w radiofarmaceutyku kation metalu znajduje siê w p³ynach biologicznych, w otocze-
niu, w którym nie ma wolnego liganda, jest natomiast du¿o zwi¹zków mog¹cych go
wyprzeæ z kompleksu. W tych warunkach trwa³oœæ kinetyczna kompleksu umo¿li-
wia utrzymanie radionuklidu w biomolekule przez wystarczaj¹co d³ugi okres czasu,
potrzebny dla diagnozy lub terapii. Obecnie, prace s¹ szczególnie ukierunkowane
na otrzymywanie nowych, jeszcze trwalszych kompleksów, które jednoczeœnie
tak modyfikowa³yby radiofarmaceutyk, aby mia³ optymalne w³asnoœci, zwi¹zane
zarówno z internalizacj¹, jak i z w³aœciwoœciami farmakokinetycznymi.
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ABSTRACT

As early as in 1961, it has been demonstrated that turnovers of individual enzyme
molecules can be detected [1]. In the nineties, advances in single-molecule methods,
in particular in confocal microscopy (Fig. 1), made it possible to monitor more closely
enzymatic turnovers at a single-molecule level [2–5]. This led to the discoveries of static
disorder and dynamic disorder, and closely related memory effects in enzymatic turnovers
[6–8]. Differences in activity of individual molecules of the same enzyme are called static
disorder. Time-dependent fluctuations of enzymatic activity are called dynamic disorder.
One manifestation of dynamic disorder is the fact that consecutive enzymatic turnovers are
not statistically independent, which is called „memory effect”. It is believed that static dis-
order and dynamic disorder are related to conformational dynamics of enzyme molecules.

In this review we discuss current issues of single-molecule enzymology, in particular
kinetic effects that are specific to single-enzyme measurements. First we review the con-
ceptual basis of single-enzyme kinetics and the initial work on single enzymes. We focus
on the ping-pong mechanism of bisubstrate enzyme reactions (Eqs. (1) and (2)), and con-
sider fluorescence trajectories (Figs. 2 and 3) associated with enzymatic turnovers. Two
cases are distinguished. In the first, fluorescence comes from an enzyme molecule and
fluorescence intensity jumps called blinking carry information on enzymatic activity. Jumps
between a fluorescent (on) and non-fluorescent (off) states (Eqs. (4), (5), and Fig. 2) indi-
cate the moments when the photophysical state of an enzyme changes during enzymatic
turnovers. In the second case, fluorescence comes from product molecules whereas enzyme
and substrate are non-fluorescent. Fluorescence bursts on a trajectory indicate the
moments when non-fluorescent substrate molecules are converted into fluorescent product
molecules that subsequently diffuse away from the detection volume (Eqs. (8), (9) and
Fig. 3).

In Section 1 we present selected experiments implying the effect of conformational
dynamics on enzymatic kinetics. In Section 1.1, we discuss cholesterol oxydase and dihy-
droorotate dihydrogenase as examples of enzymes whose on-off fluorescence blinking
is caused by chemical reactions at the enzyme active site. In Section 1.2 we discuss β-ga-
lactosidase and lipase B as enzymes which turnovers can generate fluorescent products
from suitably chosen non-fluorescent substrates.

In Section 2, we review modeling and simulations of single-enzyme data. The aim of
data modeling is to gain insight into single-enzyme activity through analysis of models of
increasing complexity. Phenomenological models attempt to capture the essence of single-
enzyme kinetics without going into molecular details. If a model is simple enough it may
allow analytical solutions. For instance, a simple model of on-off blinking is given in
Scheme (25). This scheme is capable of reproducing memory effect that can be visualized
by a two-dimensional histogram of consecutive on and off times (Figs. 5a and 5b).

Finally, in the last section we present an outlook for single-molecule enzymology.

Keywords: enzymatic kinetics, single molecules, fluorescence spectroscopy

S³owa kluczowe: kinetyka enzymatyczna, pojedyncze cz¹steczki, spektroskopia fluores-
cencyjna
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WPROWADZENIE

Niniejszy artyku³ omawia wyniki oraz analizê eksperymentów, w których obser-
wowano aktywnoœæ katalityczn¹ pojedynczych cz¹steczek enzymów. We wprowa-
dzeniu omówiono podstawy koncepcyjne kinetyki pojedynczych cz¹steczek enzy-
mów oraz pierwsze prace eksperymentalne w tej dziedzinie.

Pierwsze doœwiadczenie, w którym obserwowano aktywnoœæ enzymatyczn¹
z dok³adnoœci¹ do pojedynczych cz¹steczek enzymu przeprowadzi³ Rotman w 1961
roku [1]. Mikrokropelki wody zawieraj¹ce pojedyncze cz¹steczki β-galaktozydazy
oraz cz¹steczki substratu 6HFG (ang. 6-hydroxyfluoran-β-D-galactopyranoside)
zosta³y rozproszone w oleju silikonowym. W wyniku reakcji katalitycznej powsta-
wa³y fluoryzuj¹ce cz¹steczki produktu, które gromadzi³y siê wewn¹trz kropli. Fluo-
rescencje produktu rejestrowano na mikrofotografiach w postaci jasnych kó³. Stwier-
dzono proporcjonaln¹ zale¿noœæ intensywnoœci fluorescencji od stê¿enia substratu
i odkryto, ¿e dla danego stê¿enia substratu intensywnoœæ fluorescencji roœnie wraz
ze wzrostem objêtoœci kropli. Z zale¿noœci wzrastaj¹cej intensywnoœci fluorescen-
cji od czasu wyznaczono sta³¹ hydrolizy substratu, a na podstawie liczby powstaj¹-
cych cz¹steczek produktów ustalono liczbê obrotów reakcji.

Rozwój mikroskopii fluorescencyjnej da³ nowe mo¿liwoœci badania kinetyki
reakcji pojedynczych cz¹steczek enzymów. Do obserwacji pracy pojedynczych cz¹s-
teczek enzymu u¿ywa siê m.in. mikroskopu wspó³ogniskowego (konfokalnego), któ-
rego schemat budowy przedstawia Rys. 1.

Rozwa¿my aktywnoœæ katalityczn¹ pojedynczych cz¹steczek na przyk³adzie
mechanizmu ping-pong, który jest czêsto spotykanym mechanizmem aktywnoœci
katalitycznej enzymów dwusubstratowych. W pierwszym etapie reakcji do enzymu E
przy³¹cza siê substrat S1, tworz¹c kompleks ES1, a nastêpnie zachodzi reakcja katali-
tyczna, w wyniku której powstaje produkt P1 i zmieniona forma enzymu F. Cz¹s-
teczka enzymu wraca do formy katalitycznie aktywnej reaguj¹c z drugim substra-
tem S2. W wyniku reakcji powstaje „zregenerowany” enzym E i drugi produkt P2:

E + S1  ES1  F + P1

F + S2   FS2  E + P2

(1)

(2)
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Rysunek 1. Schemat budowy mikroskopu wspó³ogniskowego (konfokalnego).
Laser 1 wysy³a wi¹zkê wzbudzaj¹c¹ w kierunku lustra dwubarwnego 2, które odbija promieniowanie

wzbudzaj¹ce, a przepuszcza promieniowanie o wiêkszej d³ugoœci fali (fluorescencjê). Uk³ad soczewek 3
(obiektyw) skupia wi¹zkê wzbudzaj¹c¹ w objêtoœci detekcyjnej 4, w której znajduje siê np. pojedyncza

unieruchomiona cz¹steczka enzymu. Ten sam zestaw soczewek 3 skierowuje promieniowanie fluorescencji,
pochodz¹ce od cz¹steczki enzymu lub cz¹steczek produktów, na bardzo ma³y otwór (ang. pinhole)

w przes³onie 5, a nastêpnie na detektor 6. Linie przerywane przedstawiaj¹ fluorescencjê pochodz¹c¹ spoza
objêtoœci detekcyjnej. Dziêki sprzê¿eniu uk³adu soczewek 3 i otworu 5, mierzona fluorescencja pochodzi

g³ównie z objêtoœci detekcyjnej 4
Figure 1. Diagram of a confocal microscope. Laser 1 sends an excitation beam at a dichromatic mirror 2

that reflects the excitation light but passes longer wavelengths (fluorescence). A system of lenses 3 (objective)
focuses the excitation light onto detection volume 4, where, for example, a single immobilized enzyme

molecule is present. The same lenses 3 direct fluorescence from the single enzyme or products molecules
into pinhole 5 and then onto detector 6. Dashed lines represent fluorescence generated away from

the detection volume. Due to the coupling between lenses 3 and the pinhole the measured fluorescence comes
mostly from the detection volume

Mechanizm ping-pong ma z³o¿on¹ kinetykê, która upraszcza siê w szczegól-
nych przypadkach. Na przyk³ad, jeœli etap (2) jest szybki w stosunku do etapu (1),
to kinetyka tworzenia siê cz¹steczek produktu P1 redukuje siê do kinetyki Michaelisa-
Menten dla etapu (1). Inny szczególny przypadek dotyczy uk³adów, dla których etapy
katalityczne kontroluj¹ szybkoœæ reakcji, a równania (1) i (2) upraszczaj¹ siê do
mechanizmu:

E  F (3)
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gdzie kf = k2, kb = k4 s¹ sta³ymi szybkoœci pierwszego rzêdu dla reakcji prostej (ang.
forward) i odwrotnej (ang. backward), wyznaczonymi przez szybkoœci etapów kata-
litycznych.

Jeœli w³aœciwoœci fluorescencyjne form E i F enzymu ró¿ni¹ siê miêdzy sob¹,
mechanizm ping-pong (1) i (2) mo¿na œledziæ w mikroskopie konfokalnym obser-
wuj¹c migotania on-off fluorescencji. Zmiany w³aœciwoœci fotofizycznych cz¹steczki
enzymu mog¹ nastêpowaæ pod wp³ywem cyklicznych zmian chemicznych (np. utle-
niania i redukcji w miejscu aktywnym, jak to ma miejsce dla flawoenzymów) lub
zmian konformacyjnych zachodz¹cych podczas obrotów enzymatycznych. Mecha-
nizm ping-pong (1) i (2), dla którego forma E enzymu fluoryzuje, a forma F jest
„ciemna”, mo¿na zapisaæ w postaci:

{E + S1  ES1}on  {F + P1}off

{F + S2  FS2}off  {E + P2}on

W równaniach (4) i (5) indeksem on oznaczono etapy reakcji, dla których obser-
wuje siê intensywn¹ fluorescencjê (stan jasny) oraz indeksem off te etapy, które
odpowiadaj¹ ma³ej intensywnoœci fluorescencji (stan ciemny). D³ugoœci okresów
on i off s¹ zmiennymi losowymi, których w³aœciwoœci statystyczne zale¿¹ od sta³ych
kinetycznych mechanizmu ping-pong (4) i (5). Przy du¿ym stê¿eniu substratów S1
i S2, etapy reakcji, w których substraty przy³¹czaj¹ siê do enzymu, przebiegaj¹ szyb-
ciej ni¿ reakcja uwolnienia produktu. W takim przypadku, równania (4) i (5) opisu-
j¹ce migotanie fluorescencji upraszczaj¹ siê do równania:

on  off

gdzie kon = k2 – sta³a szybkoœci ucieczki ze stanu jasnego on w stan ciemny, a koff = k4
to sta³a ucieczki ze stanu ciemnego off. Dla migotania fluorescencji opisanego rów-
naniem (6), czasy on i off s¹ zmiennymi losowymi o rozk³adzie wyk³adniczym:

pon(t) = kone–k t
on,  poff (t) = koff e–k t

off

gdzie pon i poff s¹ gêstoœciami prawdopodobieñstwa d³ugoœci trwania czasu on i czasu
off.

Wynikiem obserwacji aktywnej cz¹steczki enzymu w mikroskopie konfokal-
nym jest trajektoria intensywnoœci fluorescencji, tj. szereg czasowy przedstawia-
j¹cy liczbê zliczeñ fotonów w nastêpuj¹cych po sobie przedzia³ach czasu (Rys. 2,
panele A i C). Trajektoria fluorescencji niesie w sobie informacjê o dynamice enzymu.

(6)

(7)

(4)

(5)
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Rysunek 2. A) Trajektoria fluorescencji modelu dwustanowego (6) dla wartoœci parametrów nawi¹zuj¹cych
do pracy [10]. B) Histogram zliczeñ fotonów dla trajektorii z panelu A. C) Fragment (pierwsze 20 sekund)
trajektorii fluorescencji pokazanej na panelu A. Na panelach A i B lini¹ poziom¹ zaznaczono intensywnoœæ

rozdzielaj¹c¹ stan jasny on od stanu ciemnego off
Figure 2. A) Fluorescence trajectory for the two-state model (6) and parameters from [10]. B) Histogram of
photon counts for trajectory from panel A. C) An initial portion of fluorescence trajectory (first 20 seconds)

from panel A. In panels A and B the horizontal line separates the on state from the off state

Podstawow¹ korzyœci¹ z badania pojedynczych cz¹steczek enzymów jest mo¿-
liwoœæ poznania rozk³adów aktywnoœci enzymatycznej, a nie tylko wartoœci œred-
nich mierzonych w klasycznej enzymologii. Wymaga to pokonania trudnoœci ekspe-
rymentalnych wynikaj¹cych z faktu, ¿e niska intensywnoœæ fluorescencji pojedyn-
czej cz¹steczki enzymu musi byæ odró¿niona od sygna³u t³a, np. od rozpraszania
Ramana, pochodz¹cego od rozpuszczalnika. Problem ten mo¿na pokonaæ dobiera-
j¹c odpowiednio d³ugoœci fal wzbudzenia i emisji, a tak¿e mierz¹c inne charakte-
rystyki fluorescencji, takie jak czas ¿ycia czy polaryzacjê. Inna trudnoœæ wynika
z faktu, ¿e sygna³ fluorescencji aktywnego enzymu ma charakter losowy i dlatego
do wydobycia informacji o dynamice enzymu stosowane byæ musz¹ zaawansowane
metody statystyczne.

Wa¿ne jest pytanie, jakie nowe informacje uzyskuje siê badaj¹c pojedyncze
cz¹steczki. Dziêki zastosowaniu spektroskopowych metod pojedynczych cz¹steczek,
odkryto zjawiska, które by³y trudne lub wrêcz niemo¿liwe do zaobserwowania dla
zespo³u cz¹steczek. S¹ to nieporz¹dek statyczny i nieporz¹dek dynamiczny oraz
efekt pamiêci obrotów enzymatycznych. Zjawisko polegaj¹ce na tym, ¿e ró¿ne cz¹s-
teczki tego samego enzymu wykazuj¹ ró¿n¹ aktywnoœæ katalityczn¹, nazwano niepo-
rz¹dkiem statycznym (ang. static disorder). Fluktuacje aktywnoœci enzymatycznej
w czasie nazywa siê nieporz¹dkiem dynamicznym (ang. dynamic disorder). Obydwa
zjawiska ³¹czy siê z ró¿nicami aktywnoœci enzymatycznej dla ró¿nych konformacji
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enzymów. Statystyczne korelacje aktywnoœci enzymatycznej w czasie nazwane
zosta³y efektem pamiêci (ang. memory effect).

Pierwszym eksperymentalnym uk³adem, dla którego badano aktywnoœæ katali-
tyczn¹ pojedynczych cz¹steczek enzymów poprzez obserwacjê migotania fluores-
cencji pochodz¹cej od cz¹steczek enzymów, by³a oksydaza cholesterolowa [2–4].
Stwierdzono obecnoœæ statycznego nieporz¹dku, poniewa¿ pojedyncze cz¹steczki
oksydazy mia³y ró¿ne sta³e szybkoœci katalitycznej. Stwierdzono tak¿e obecnoœæ
dynamicznego nieporz¹dku, poniewa¿ wykazano istnienie korelacji miêdzy kolej-
nymi czasami on.

Reakcje enzymatyczne typu ping-pong mo¿na równie¿ œledziæ poprzez obser-
wacjê powstawania fluoryzuj¹cego produktu P1 z niefluoryzuj¹cego substratu S1:

{E + S1  ES1}off   {F + P1}on  {F}off + P1

{F + S2  FS2  E + P2}off

gdzie {E + P1}on oznacza fluoryzuj¹c¹ cz¹steczkê produktu P1, znajduj¹c¹ siê w pob-
li¿u cz¹steczki enzymu, a {E}off + P1 oznacza, ¿e w polu obserwacyjnym, w którego
centrum znajduje siê cz¹steczka enzymu, nie ma ju¿ cz¹steczki produktu. Mechaniz-
mem przejœcia off → on jest powstanie fluoryzuj¹cego produktu P1, a mechanizm
przejœcia on → off to dyfuzja produktu poza pole widzenia. Rysunek 3 przedstawia
przyk³ad trajektorii fluorescencji dla mechanizmu (8) i (9).

Pierwszym uk³adem, w którym obserwowano rozb³yski (ang. bursts) fluores-
cencji, pochodz¹ce od powstaj¹cych cz¹steczek produktów, by³a peroksydaza chrza-
nowa [5]. Enzym ten katalizuje reakcjê rozk³adu nadtlenku wodoru w obecnoœci
donora wodoru. Jako niefluoryzuj¹cego substratu u¿yto dihydrorodaminy 6G, która
po utlenieniu do rodaminy 6G staje siê produktem fluoryzuj¹cym. Ze zmierzonych
trajektorii intensywnoœci fluorescencji obliczano funkcjê korelacji intensywnoœci
i dopasowywano model uwzglêdniaj¹cy dynamiczny nieporz¹dek. Przyjêto, ¿e jest
to dowód na obecnoœæ dynamicznego nieporz¹dku, powodowanego zmianami kon-
formacyjnymi enzymu.

Niedawno ukaza³y siê prace przegl¹dowe omawiaj¹ce ró¿ne aspekty badañ nad
aktywnoœci¹ katalityczn¹ pojedynczych cz¹steczek enzymów [6–8]. Niniejszy arty-
ku³ skupia siê na pracach eksperymentalnych i teoretycznych wskazuj¹cych na efekty
wynikaj¹ce z dynamiki konformacyjnej enzymu. Rysunki 2–6 zamieszczone w pracy
s¹ wynikiem symulacji komputerowych, wykonanych w Pracowni Dynamiki Proce-
sów Fizykochemicznych Wydzia³u Chemii UAM dla modeli aktywnoœci enzyma-
tycznej pojedynczych cz¹steczek odpowiadaj¹cych uk³adom eksperymentalnym.

(9)

(8)



AKTYWNOŒÆ KATALITYCZNA POJEDYNCZYCH CZ¥STECZEK ENZYMÓW 643

Rysunek 3. A) Trajektoria fluorescencji dla wartoœci parametrów modelu (8), (9) nawi¹zuj¹cych do pracy [15].
B) Histogram zliczeñ fotonów dla trajektorii pokazanej na panelu A. Lini¹ poziom¹ zaznaczono granicê

intensywnoœci rozdzielaj¹c¹ fluorescencjê pochodz¹c¹ od t³a od fluorescencji pochodz¹cej od powstaj¹cych
cz¹steczek produktów. C) Pocz¹tkowy fragment trajektorii fluorescencji pokazanej na panelu A

Figure 3. A) Fluorescence trajectory for model (8), (9) and parameters from [15]. B) Histogram of photon
counts for trajectory from panel A). The horizontal line separates the background fluorescence from

fluorescence of products molecules. C) Initial portion of fluorescence from panel A

1. UK£ADY EKSPERYMENTALNE

W tej czêœci pracy omówiono przyk³ady uk³adów eksperymentalnych, wskazu-
j¹cych na obecnoœæ statycznego i dynamicznego nieporz¹dku w aktywnoœci katali-
tycznej enzymów. W pierwszej czêœci rozdzia³u omówiono uk³ady, w których migo-
tanie fluorescencji pochodzi od cz¹steczek enzymu, a w czêœci drugiej uk³ady,
w których rozb³yski fluorescencji pochodz¹ od tworz¹cych siê od cz¹steczek pro-
duktów.

1.1. MIGOTANIE FLUORESCENCJI POCHODZI OD CZ¥STECZEK ENZYMU

Oksydaza cholesterolowa

Oksydaza cholesterolowa katalizuje reakcje utleniania cholesterolu (Tab. 1)
wed³ug mechanizmu ping-pong [2]:

{E-FAD + S  E-FAD·S}on  {E-FADH2 + P}off (10)
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{E-FADH2 + O2  E-FADH2·O2}off  {E-FAD + H2O2}on

Tabela 1. Enzymy i ich substraty w reakcjach enzymatycznych badanych metodami pojedynczych
cz¹steczek

Table 1. Enzymes and substrates in single-molecule enzyme reactions

(11)
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Tabela 1. Ci¹g dalszy
Table 1. Continuation

Czêœci¹ aktywn¹ enzymu odpowiadaj¹c¹ za reakcje utleniania jest dinukleotyd
flawinoadeninowy FAD (ang. flavin adenine dinucleotide), który jest naturalnym
fluoroforem. Fluoryzuj¹cy enzym E-FAD przy³¹cza cz¹steczkê cholesterolu, która
w reakcji (10) jest oznaczona jako S, i tworzy siê kompleks E-FAD·S. Kompleks
E-FAD·S fluoryzuje a¿ do momentu, gdy substrat zostanie utleniony, a enzym przyj-
mie formê zredukowan¹ E-FADH2. Zredukowana postaæ enzymu E-FADH2 nie fluo-
ryzuje. W obecnoœci tlenu E-FADH2 ulega szybkiej regeneracji do formy utlenionej.
Otrzymuje siê ponownie fluoryzuj¹c¹ formê enzymu E-FAD, która jest zdolna do
utlenienia nastêpnej cz¹steczki cholesterolu.

Aktywnoœæ pojedynczych cz¹steczek oksydazy cholesterolowej obserwowano
za pomoc¹ mikroskopu konfokalnego. Cz¹steczki enzymu o stê¿eniu 10–9 M by³y
unieruchomione w 1% ¿elu agarowym, w którym rozpuszczono cz¹steczki substra-
tów. Cz¹steczki cholesterolu i tlenu mog³y swobodnie dyfundowaæ. Obserwowano
migotanie fluorescencji dla stê¿enia cholesterolu 0,2 mM i tlenu 0,25 mM (roztwór
nasycony), lecz w tych warunkach sta³a k2 nie by³a sta³¹ limituj¹c¹ szybkoœæ ca³ko-
wit¹. Stosuj¹c pochodn¹ cholesterolu (ang. 5-pregene-3β-20α-diol), która reaguje
wolniej z enzymem, zastosowano stê¿enie substratu 2 mM, przy którym sta³a k2
okreœla³a ca³kowit¹ szybkoœæ. Do zmierzonych histogramów czasów on dla „powol-
nej” pochodnej cholesterolu dopasowano krzyw¹ jednowyk³adnicz¹ wyznaczaj¹c
wartoœci parametru k2. Procedurê t¹ powtórzono dla 33 ró¿nych cz¹steczek oksy-
dazy. Dla ka¿dej cz¹steczki wyznaczona wartoœæ parametru k2 by³a inna (od 3 s–1 do
14 s–1), co oznacza, ¿e cz¹steczki enzymu maj¹ ró¿ne aktywnoœci katalityczne. Ró¿-
nice w³aœciwoœci cz¹steczek enzymu s¹ niewidoczne w zespole cz¹steczek, gdy¿
indywidualne w³aœciwoœci uœredniaj¹ siê.

W warunkach, gdy etapy E-FAD·S → E-FADH2 + P, oraz E-FADH2·O2 →
E-FAD + H2O2 okreœlaj¹ szybkoœci tworzenia produktu P i regeneracji miejsca aktyw-
nego E-FAD, reakcje (10) i (11) redukuj¹ siê, równanie (6), z którego wynika, ¿e
czasy on i off s¹ niezale¿nymi zmiennymi losowymi o rozk³adzie wyk³adniczym.
W eksperymencie zbadano korelacje kolejnych czasów on, stosuj¹c znormalizo-
wan¹ funkcjê korelacji
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r (m) = 

gdzie m = 0, 1, … jest odleg³oœci¹ pomiêdzy kolejnymi czasami on, a Δτ = τ – < τ >
jest odchyleniem czasu on od wartoœci œredniej. Jeœli kolejne czasy on s¹ niezale¿-
nymi zmiennymi losowymi to funkcja korelacji r (m) = 1. Odchylenia od jednoœci
wskazuj¹ na obecnoœæ efektu pamiêci. Zmierzona funkcja korelacji œwiadczy o istnie-
niu korelacji pomiêdzy nastêpuj¹cymi po sobie czasami on: po d³ugim czasie on
czêœciej nastêpowa³ d³ugi czas on, a po krótkim czasie on czêœciej nastêpuje krótki
czas on.

Istnienie korelacji czasów on sprawdzono tak¿e poprzez obliczenie dwuwymia-
rowych histogramów par czasów on dla kolejnych czasów on oraz dla par czasów on
przesuniêtych o dziesiêæ obrotów. Charakterystyczny kszta³t diagonalnej histogramu
otrzymano, gdy czasy on nastêpowa³y po sobie. Korelacje zanika³y dla par czasów
on odleg³ych od siebie.

Istnienie pamiêci czasów on wskazuje na obecnoœæ dynamicznego nieporz¹dku.
Prosty model dynamicznego nieporz¹dku jest dany schematem:

on1  off1

α↓↑               ↓↑α

on2  off2

Stan on1 jest stanem jasnym o konformacji 1, a stan on2 jest stanem jasnym
o konformacji 2. Podobnie stany off1 i off2 to stany ciemne o konformacjach, odpo-
wiednio: 1 i 2. Wystêpuj¹ dwie sta³e ucieczki ze stanu on, kon1, kon2, które s¹ ró¿ne
dla ka¿dej z dwóch konformacji. Dla prostoty zak³ada siê, ¿e sta³e ucieczki koff dla
obydwu konformacji off s¹ takie same, oraz ¿e jedna sta³a szybkoœci α opisuje przejœ-
cia miêdzy konformacjami. Warto podkreœliæ, ¿e dla modelu (13) trajektoria fluores-
cencji wykazuje dwie intensywnoœci Ion i Ioff, lecz czasy trwania czasów on i off nie
s¹ ju¿ opisane rozk³adem wyk³adniczym (7), gdy¿ wystêpuj¹ przejœcia miêdzy konfor-
macjami 1 ↔ 2. Model (13) by³ analizowany teoretycznie w pracy [9], zaœ w pracy
[4] by³ symulowany komputerowo, w celu okreœlenia warunków, w których mo¿-
liwe jest wykrycie zmian konformacyjnych 1 ↔ 2.

(12)

(13)
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Dehydrogenaza dihydroorotowa

Dehydrogenaza dihydroorotowa katalizuje reakcjê utleniania kwasu dihydro-
orotowego [10] (Tab. 1) do kwasu orotowego. Mononukleotyd flawinowy FMN
(ang. flavin mononucleotide), wchodz¹cy w sk³ad czêœci aktywnej enzymu, fluory-
zuje w formie utlenionej i jest niefluoryzuj¹cy w formie zredukowanej. Mechanizm
reakcji przebiega, podobnie jak dla oksydazy cholesterolowej, wed³ug schematu
ping-pong. Reakcjê mo¿na podzieliæ na dwie po³owy. W pierwszej po³owie, zwanej
reakcj¹ redukuj¹c¹, enzym w formie utlenionej E-FMN przy³¹cza cz¹steczkê sub-
stratu. Tworzy siê kompleks, po czym nastêpuje reakcja utleniania substratu, w wy-
niku której powstaje kwas orotowy i enzym w formie zredukowanej E-FMNH2.
W obecnoœci utleniacza, w drugiej po³owie reakcji, enzym utlenia siê z powrotem
do formy E-FMN.

W celu unieruchomienia, cz¹steczki enzymu zosta³y umieszczone w ¿elu agaro-
wym, do którego dodawano kwas dihydroorotowy. D³ugoœci obserwowanych trajek-
torii by³y ma³e, oko³o 2,5–3 sekund. Przy tak krótkich trajektoriach liczba obserwo-
wanych cykli on-off wynosi³a ok. 10. Przyczyn¹ krótkiego czasu trajektorii by³a
dysocjacja cz¹steczki FMN, która odpowiada za fluorescencjê.

Z trajektorii intensywnoœci fluorescencji obliczono histogramy d³ugoœci cza-
sów w stanie ciemnym off i jasnym on. Ze wzglêdu na krótkie trajektorie, histo-
gramy zosta³y obliczone dla zespo³u 50 cz¹steczek enzymu. Do histogramu czasów
on dopasowano krzyw¹ dwuwyk³adnicz¹, a do histogramu czasów off jednowyk³ad-
nicz¹. Wyznaczenie dwóch wartoœci sta³ej szybkoœci kon ucieczki ze stanu jasnego
sugeruje obecnoœæ dwóch populacji dehydrogenazy, ró¿ni¹cych siê aktywnoœci¹
enzymatyczn¹. Dla stwierdzenia, czy wystêpuje efekt pamiêci, obliczono znormali-
zowan¹ funkcjê korelacji czasów on oraz sporz¹dzono dwuwymiarowe histogramy
par czasów on oraz dwuwymiarowy histogram par czasów on i off. Wyniki sugero-
wa³y brak obecnoœci dynamicznego nieporz¹dku. Wykres znormalizowanej funkcji
korelacji przedstawia³ losowo roz³o¿one punkty, natomiast dwuwymiarowe histo-
gramy par czasów on oraz par czasów on i off nie mia³y charakterystycznego kszta³tu
na diagonalnej. Ze wzglêdu na krótkie trajektorie, histogramy czasów stanów jas-
nych i ciemnych mog³y byæ za ma³o czu³e, by na ich podstawie stwierdziæ obecnoœæ
dynamicznego nieporz¹dku. Przypuszczenie to zosta³o potwierdzone symulacjami
dla modeli (6) i (13), opisanymi w Rozdziale 3 [11].

Inne uk³ady

W przeciwieñstwie do oksydazy cholesterolowej i dehydrogenazy dihydrooro-
towej, cz¹steczki reduktazy dihydrofolianowej nie fluoryzuj¹ i dlatego do obserwa-
cji aktywnoœci tego enzymu zastosowano znakowanie fluoroforem [12-14]. Trud-
noœæ interpretacji migotania fluorescencji znakowanej reduktazy dihydrofolianowej
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wynika ze skomplikowanego mechanizmu reakcji oraz niejasnego zwi¹zku migota-
nia fluorescencji z aktywnoœci¹ katalityczn¹.

1.2. ROZB£YSKI FLUORESCENCJI POCHODZ¥ OD CZ¥STECZEK PRODUKTÓW

βββββ-galaktozydaza

β-galaktozydaza katalizuje reakcje hydrolizy laktozy oraz innych β-D-galakto-
piranozydów [15]. Reakcje katalizowane przez β-galaktozydazê zachodz¹ wed³ug
mechanizmu ping-pong. W eksperymencie cz¹steczki enzymu by³y unieruchomione
na powierzchni szk³a (stê¿enie powierzchniowe rzêdu jednej cz¹steczki enzymu na
mm2) i zanurzone w buforowym roztworze substratów o odpowiednich stê¿eniach
(10–380 µM). Jako substrat zastosowano niefluoryzuj¹cy zwi¹zek RGP (ang. reso-
rufin-β-D-galactopyranoside) (Tab. 1), z którego w wyniku hydrolizy powstawa³y
fluoryzuj¹ce cz¹steczki produktu. Fluorescencjê mierzono za pomoc¹ mikroskopu
konfokalnego. W celu unikniêcia niepo¿¹danych efektów zwi¹zanych z fluorescencj¹
t³a, zastosowano promieniowanie laserowe o odpowiedniej d³ugoœci do fotowybie-
lania gromadz¹cych siê cz¹steczek produktów.

Obserwowana trajektoria intensywnoœci wykazywa³a rozb³yski fluorescencji
sygnalizuj¹ce powstanie cz¹steczek produktów, które szybko oddyfundowywa³y
z objêtoœci detekcyjnej. Przy nadmiarowym stê¿eniu substratu S2, wp³yw reakcji
regeneracji na kinetykê ca³ego mechanizmu by³ zaniedbywalnie ma³y. W takim uk³a-
dzie rozk³ad czasów oczekiwania tj. czasów pomiêdzy rozb³yskami, jest dwuwy-
k³adniczy [15, 16]:

gdzie:

X =  

Kszta³t histogramów czasów oczekiwania na kolejn¹ cz¹steczkê produktu zmie-
nia³ siê wraz ze stê¿eniem substratów. Dla du¿ych stê¿eñ substratu o szybkoœci reakcji
decydowa³a sta³a szybkoœci k2. Wyniki eksperymentalne wskazywa³y, ¿e wartoœæ k2
fluktuuje w czasie reakcji. Zgodnoœæ z doœwiadczeniem uzyskano przyjmuj¹c, ¿e
sta³a szybkoœci k2 jest zmienn¹ losow¹ o rozk³adzie gamma:

(14)

(15)

(16)
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w(k2) = 

gdzie: a – parametr kszta³tu i b – parametr skali. W obecnoœci dynamicznego niepo-
rz¹dku, tj. fluktuacji sta³ej k2, rozk³ad czasów oczekiwania p(t) przyjmuje postaæ
[15, 16]:

Na Rys. 4 przedstawiono przyk³adowe histogramy czasów oczekiwania dla czte-
rech stê¿eñ substratu otrzymane w wyniku symulacji komputerowych. Wraz ze wzro-
stem stê¿enia czasy oczekiwania skracaj¹ siê. Linie ci¹g³e s¹ obliczone zgodnie
z równaniem (18).

(17)

(18)

Rysunek 4. Histogramy czasów oczekiwania obliczone z trajektorii fluorescencji pokazanej na Rys. 2
dla wartoœci parametrów nawi¹zuj¹cych do publikacji [15] wraz z krzywymi teoretycznymi obliczonymi

wed³ug równania (18)
Figure 4. Histograms of waiting times calculated from the fluorescence trajectory shown in Fig. 2 for

parameters from [15] with theoretical lines calculated according to (18).

Dynamiczny nieporz¹dek, powoduj¹cy niewyk³adnicz¹ postaæ histogramów
czasów oczekiwania (18), zosta³ potwierdzony obecnoœci¹ efektu pamiêci. W celu
wykrycia korelacji pomiêdzy kolejnymi czasami oczekiwania, obliczono dwuwy-
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miarowe histogramy par czasów oczekiwania kolejno nastêpuj¹cych po sobie, h(t1,t2),
par znacznie odleg³ych od siebie, h(t1)h(t2), oraz wykres przedstawiaj¹cy ró¿nicê
δ (t1,t2) = h(t1,t2) – h(t1)h(t2). Wykres ró¿nic δ (t1,t2) mia³ charakterystyczny kszta³t na
diagonalnej t1 = t2, co œwiadczy o efekcie pamiêci czasów oczekiwania. W Rozdziale 3
podany jest przyk³ad wykresu δ (t1,t2) dla prostego modelu dynamiki konformacyjnej.

Lipaza

Lipaza katalizuje hydrolizê estrów w roztworze wodnym [17, 18]. Do cz¹ste-
czek enzymu unieruchomionych na powierzchni szk³a dodawano ró¿ne stê¿enia
estru BCEF-AM (ang. 2’,7’-bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)-carboxyfluorescein ace-
toxymethyl ester) (Tab. 1), który pod wp³ywem reakcji hydrolizy przekszta³ca³ siê
w fluoryzuj¹cy produkt. Z czasem trwania reakcji liczba fluoryzuj¹cych cz¹steczek
produktu zwiêksza³a siê, co powodowa³o powstawanie t³a fluorescencji. W przypadku
lipazy, histogramy czasów oczekiwania dla ró¿nych stê¿eñ substratów mia³y kszta³t
wyk³adniczo-potêgowy:

z parametrem skali τ = 1,15 µs oraz parametrem kszta³tu α = 0,15. Proponowana
interpretacja zak³ada istnienie wielu konformacji enzymu E1, E2, E3, ... , En ró¿ni¹-
cych siê szybkoœci¹ tworzenia produktu k2:

E1   ↔     E2     ↔     E3     ...     En

                                    k21↓         k22↓           k23↓          k2n↓

                                         P              P               P               P

Inne uk³ady

W pracy [19] badano chymotrypsynê, która katalizuje reakcje hydrolizy wi¹zañ
peptydowych. Idea doœwiadczenia by³a podobna do eksperymentu [1]. Wytwarzano
emulsjê typu woda-w-oleju, w której mikrokropelki wody zawiera³y pojedyncze cz¹s-
teczki enzymu i cz¹steczki substratu. Niefluoryzuj¹cy substrat przekszta³ca³ siê we
fluoryzuj¹cy produkt. Dla chymotrypsyny obserwowano fluorescencjê pochodz¹c¹
od powstaj¹cych cz¹steczek produktów jednoczeœnie dla kilkuset pojedynczych cz¹s-
teczek enzymu. Umo¿liwi³o to porównanie aktywnoœci pojedynczych cz¹steczek ze
œredni¹ aktywnoœci¹ zespo³u cz¹steczek. W pracy [19] przedstawiono zale¿noœæ inten-
sywnoœci fluorescencji od czasu dla 96 cz¹steczek enzymu. Na tym samym wykre-
sie zaznaczono krzyw¹, bêd¹c¹ œredni¹ intensywnoœci dla tych wszystkich cz¹ste-

(19)

(20)
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czek, w celu pokazania jak du¿e s¹ odchylenia fluorescencji pojedynczych cz¹ste-
czek od wartoœci œredniej. Ponadto przedstawiono krzyw¹ œredniej fluorescencji
z oko³o 1124 cz¹steczek enzymu, w porównaniu z krzyw¹ fluorescencji zmierzon¹
dla zespo³u cz¹steczek. Wykresy fluorescencji odpowiadaj¹ce œredniej aktywnoœci
pojedynczych cz¹steczek chymotrypsyny by³y zgodne z wykresami aktywnoœci dla
zespo³u cz¹steczek.

2. MODELOWANIE I SYMULACJE KINETYKI POJEDYNCZYCH ENZYMÓW

Modelowanie

Celem modelowania jest pog³êbienie zrozumienia przebiegu zjawisk poprzez
tworzenie i analizê modeli o ró¿nym stopniu idealizacji. Modele fenomenologiczne
staraj¹ siê uchwyciæ istotê zjawiska, nie wnikaj¹c w szczegó³y molekularne. Pros-
tota modelu pozwala niekiedy na uzyskanie wyników analitycznych.

Dla przyk³adu rozwa¿my rozk³ad czasów on dla mechanizmu ping-pong.
Zapiszmy równanie (1) w postaci:

E  ES1  F

gdzie k0
1 = k1[S1] jest sta³¹ szybkoœci pseudopierwszego rzêdu. W kinetyce pojedyn-

czych cz¹steczek rozpatruje siê nie stê¿enia, a prawdopodobieñstwa wystêpowania
w danym stanie. Dla równania (21) nale¿y rozpatrzyæ prawdopodobieñstwa PE(t),
PES1(t), PF(t), ¿e enzym znajduje siê w momencie t w stanie wolnym E, w stanie
zwi¹zanym ES1 i w stanie wolnym F. Prawdopodobieñstwa te spe³niaj¹ równania
kinetyczne, analogiczne do chemicznych równañ kinetycznych, np.:

dPES1/dt = k0
1PE – (k–1 + k2)PES1

Za³ó¿my, ¿e obrót enzymatyczny zaczyna siê w momencie t = 0, tzn. w momen-
cie t = 0 enzym z postaci F przekszta³ci³ siê w postaæ E. Niech P(τ ≤ t) oznacza
prawdopodobieñstwo, ¿e obrót nast¹pi³ do momentu czasu t > 0 , to jest, ¿e τ ≤ t
gdzie τ jest losowym czasem obrotu. Zdarzenie losowe τ ≤ t jest równowa¿ne zda-
rzeniu, ¿e enzym jest w postaci F w momencie t i dlatego zachodzi równoœæ P(τ ≤ t)
= PF(t). Poniewa¿ P(τ ≤ t) jest dystrybuant¹ losowego czasu obrotu τ, dPF/dt = p(t)
jest gêstoœci¹ prawdopodobieñstwa τ, która mo¿e byæ oszacowana za pomoc¹ histo-
gramu zmierzonych czasów obrotu τ1, …, τN. Zgodnie z równaniem (21) prawdopo-
dobieñstwo PF(t) spe³nia nastêpuj¹ce równania kinetyczne (22)–(24):

(21)

(22)



J. JAKUBASZEK, A. MOLSKI652

dPE/dt = –k0
1PE + k–1PES1

 dPF/dt = k2PES1

wraz z warunkami pocz¹tkowymi PE(0) = 1, PES1(0) = 0, PF(0) = 0. Rozwi¹zanie
tych równañ prowadzi do wzorów (14)–(16).

Model dynamiki konformacyjnej (13) pos³uguje siê czterema sta³ymi szybkoœci.
Jeszcze prostszy model zmian konformacyjnych dany jest schematem:

on1  off1

α↓↑          ↓↑α

on2  off2

w którym szybkoœci ucieczki ze stanów on i off s¹ takie same dla danej konformacji.
Schemat (25) pos³uguje siê jedynie trzema wartoœciami sta³ych szybkoœci k1, k2, α.
Ró¿ne charakterystyki statystyczne modeli (13) i (25) by³y analizowane w celu okreœ-
lenia mo¿liwoœci wykrycia zmian konformacyjnych [9], [20].

Niech dwuwymiarowy histogram h(ton,toff) przedstawia ³¹czny rozk³ad prawdo-
podobieñstwa kolejnych czasów on i off, a jednowymiarowe histogramy hon(t) i hoff(t)
przedstawiaj¹ rozk³ady czasów on i off dla modelu (25). Jeœli nastêpuj¹ce po sobie
czasy on i off s¹ niezale¿ne, to h(ton,toff) = hon(ton)hoff(toff), a st¹d ró¿nica δ (ton,toff) =
h(ton,toff) – hon(ton)hoff(toff) jest równa zero. Odchylenie δ (ton,toff) od zera jest miar¹
zale¿noœci pomiêdzy czasami on i off i oznacza obecnoœæ dynamicznego nieporz¹dku.
Na Rys. 5a pokazano dwuwymiarowe poziomice ró¿nicy histogramów δ (ton,toff) =
h(ton,toff) – hon(ton)hoff(toff) kolejnych czasów on i off, a na Rys. 5b profil δ (ton,toff)
wzd³u¿ przek¹tnej ton = toff = t [20].

W pracy [16] wyprowadzono rozk³ad czasów off z uwzglêdnieniem dynamiki
konformacyjnej. Za³o¿ono, ¿e sta³a k2 fluktuuje wed³ug rozk³adu gamma (18). Jeœli
uwzglêdni siê przejœcia konformacyjne to równanie (21) mo¿na przedstawiæ w po-
staci:

(23)

(24)

(25)
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E1  E1S1  E1 + P

                                                                            

E2  E2S1  E2 + P

                                                                            
. . .. . .. . .

   En  EnS1  En + P

gdzie indeks i = 1, ..., n przy symbolu enzymu Ei oraz drugi indeks przy sta³ych
szybkoœci k1i, k–1i, k2i opisuje numer konformacji, w której wystêpuje enzym.

Rysunek 5a. Poziomice ró¿nicy histogramów δ (ton,toff) = h(ton,toff) – hon(ton) hoff(toff) kolejnych czasów on i off
dla schematu (25). Linia przerywana zaznacza przek¹tn¹ histogramu.

Figure 5a. 2D contour plot of a difference δ (ton,toff) = h(ton,toff) – hon(ton) hoff(toff) for consecutive on and off
times according to model (25). The histogram diagonal is marked by a dashed line

(26)
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Rysunek 5b. Profil ró¿nicy histogramów δ (ton,toff) z Rys. 5a wzd³u¿ przek¹tnej. Charakterystyczne
maksimum, pojawiaj¹ce siê dla t > 0, mo¿e byæ niewidoczne na histogramach eksperymentalnych ze wzglêdu

na b³êdy statystyczne histogramów eksperymentalnych dla krótkich trajektorii.
Figure 5b. The profile of the histogram difference δ (ton,toff) from Fig. 5a along the diagonal. A characteristic

maximum at t > 0 can be invisible on experimental histograms due to statistical errors of experimental
histograms for short trajectories

W publikacji [21] prezentowane s¹ formalizmy dla obliczenia statystyk z trajek-
torii zdarzeñ, dla ró¿nych schematów kinetycznych reakcji enzymatycznych. Celem
pracy [22] by³o pokazanie, w jakich warunkach kinetyka Michaelisa-Menten pozo-
staje prawdziwa pomimo fluktuacji sta³ej katalitycznej k2. W pracy [23] zapropono-
wano model dynamicznego nieporz¹dku, nawi¹zuj¹cy do aktywnoœci oksydazy cho-
lesterolowej. W modelu uwzglêdniono za³o¿enie, ¿e enzym w formie E-FADH2 prze-
chodzi szereg zmian konformacyjnych umo¿liwiaj¹cych reakcjê regeneracji z tle-
nem. Uwzglêdnienie takich zmian konformacyjnych wzmacnia korelacjê miêdzy
stanami fluorescencji on i off. Do pokazania tych korelacji autorzy u¿yli dwuwymia-
rowych histogramów par czasów on. Histogramy otrzymane z symulacji stanów dla
parametrów nawi¹zuj¹cych do publikacji [2] mia³y charakterystyczny kszta³t na dia-
gonalnej, co jest zgodne z eksperymentem.
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Symulacje

Symulacje stosuje siê w sytuacjach, w których nie jest mo¿liwe uzyskanie wyni-
ków analitycznych. Symulacje umo¿liwiaj¹ testowanie modeli oraz eksperymenty
na modelach, a przez to weryfikacjê zgodnoœci modeli z doœwiadczeniem.

W pracy [10] przeprowadzono symulacje modelu dwustanowego (6) dla war-
toœci parametrów otrzymanych z eksperymentu. W wyniku symulacji otrzymano
trajektoriê stanów, z której obliczono histogramy czasów on i off. Do histogramów
czasów on dopasowano krzyw¹ jednowyk³adnicz¹ wyznaczaj¹c wartoœæ sta³ej kon
blisk¹ wartoœci rzeczywistej (Rys. 6).

Rysunek 6. Histogram czasów on obliczony z trajektorii intensywnoœci fluorescencji pokazanej na Rys. 1
wraz z dopasowan¹ krzyw¹ jednowyk³adnicz¹

Figure 6. Histogram of on times calculated from the fluorescence trajectory shown in Fig. 1
with a one-exponential fit

Rozwiniêcie tych symulacji przedstawiono w pracy [11]. Model dwustanowy
(6) zosta³ rozbudowany do modelu czterostanowego (13). Jeœli sta³a szybkoœci przejœæ
miêdzy konformacjami α bêdzie znacznie wiêksza od sta³ych przejœcia miêdzy sta-
nami jasnymi a ciemnymi, kon1, kon2, koff, to wówczas model (13) redukuje siê do
modelu (6) i nie bêdzie mo¿liwe wykrycie dynamicznego nieporz¹dku. Z trajektorii
stanów obliczono histogramy czasów on, do których dopasowano krzywe wyk³adni-
cze. Dla najwiêkszej wartoœci α uda³o siê dopasowaæ krzyw¹ jednowyk³adnicz¹,
a dla wartoœci a porównywalnej lub mniejszej od sta³ych przejœcia kon1, kon2, koff,
dopasowano krzywe dwuwyk³adnicze. Symulacje te potwierdzi³y, ¿e w przypadku
szybkich przejœæ konformacyjnych, w³aœciwoœci modelu czterostanowego zbli¿aj¹
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siê do w³aœciwoœci modelu dwustanowego, i ¿e w takiej sytuacji histogramy czasów
on i off mog¹ okazaæ siê niewystarczaj¹ce do badania dynamiki konformacyjnej.

W pracy [15] zastosowano symulacje komputerowe w celu potwierdzenia obec-
noœci dynamicznego nieporz¹dku. Symulacje przeprowadzono dla modeli o rosn¹-
cym stopniu z³o¿onoœci. Najprostszy model odpowiada³ równaniu (21), gdzie limitu-
j¹c¹ sta³¹ szybkoœci jest k2. Model ten przedstawia uk³ad bez dynamicznego niepo-
rz¹dku, a zatem nie wykazuje efektu pamiêci. Bardziej z³o¿one modele uwzglêd-
nia³y rosn¹c¹ liczbê konformacji enzymu n = 2, 5, 10. Nawet dla z³o¿onych modeli
z n = 5 i 10, symulowane trajektorie intensywnoœci i odpowiednie funkcje korelacji
intensywnoœci ró¿ni³y siê od wielkoœci obserwowanych w eksperymencie. Przyjêto,
¿e jest to dowód na z³o¿ony charakter zmian konformacyjnych.

POSUMOWANIE I PERSPEKTYWY

Rozwój spektroskopii fluorescencyjnej umo¿liwi³ obserwowanie aktywnoœci
pojedynczych cz¹steczek enzymów. Odkryto przy tym zjawiska, które by³y trudne
lub wrêcz niemo¿liwe do zaobserwowania w badaniach zespo³ów cz¹steczek. Jed-
nym z nich by³o stwierdzenie, ¿e ró¿ne cz¹steczki danego enzymu wykazuj¹ ró¿n¹
aktywnoœæ katalityczn¹. Innym zjawiskiem by³y fluktuacje parametrów kinetycz-
nych w czasie aktywnoœci katalitycznej oraz œciœle zwi¹zany efekt pamiêci, polega-
j¹cy na korelacji aktywnoœci enzymatycznej w czasie. Odkrycie tych efektów rodzi
pytanie, czy ich obecnoœæ jest ograniczona do badanych uk³adów, czy te¿ jest pow-
szechna dla szerokiej klasy uk³adów enzymatycznych.

Kolejnym znakiem zapytania jest rola biologiczna, jak¹ pe³ni dynamiczny niepo-
rz¹dek. Na przyk³ad, rozk³ad wyk³adniczo-potêgowy (19) czasów oczekiwania na
kolejn¹ cz¹steczkê produktu wyznaczony dla lipazy w pracach [17, 18] oznacza, ¿e
aktywnoœæ katalityczna enzymu jest nierównomierna. Okresy intensywnej aktyw-
noœci s¹ przedzielane d³ugimi okresami spowolnionej aktywnoœci. Czy w komórce
istnieje mechanizm synchronizuj¹cy aktywnoœæ enzymów, usuwaj¹cy tê nierówno-
miernoœæ? Czy przerwy w aktywnoœci pe³ni¹ jak¹œ po¿yteczn¹ rolê biologiczn¹?
Odpowiedzi na te pytania przynios¹ dalsze badania nad kinetyk¹ enzymatyczn¹ poje-
dynczych cz¹steczek.

Od momentu, gdy 10 lat temu obserwowano po raz pierwszy migotanie fluores-
cencji pojedynczych cz¹steczek oksydazy cholesterolowej [2], nast¹pi³ znacz¹cy
rozwój technik badañ pojedynczych cz¹steczek enzymów. Interesuj¹ce jest zastoso-
wanie spektroskopii czasowo rozdzielczej, która mo¿e byæ stosowana do identyfi-
kacji konformerów pojedynczych cz¹steczek enzymów [24, 25]. W metodzie tej
stosuje siê laser impulsowy i mierzy siê odstêpy pomiêdzy impulsami wzbudzaj¹-
cymi i rejestracj¹ fotonu fluorescencji (tj. czas ¿ycia stanu wzbudzonego). Jeœli zmiany
konformacyjne zmieniaj¹ w³aœciwoœci fotofizyczne cz¹steczki, to odpowiadaj¹ce
im zmiany czasu ¿ycia dostarczaj¹ informacji o dynamice konformacyjnej.
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Inny kierunek rozwoju to zastosowanie mikroreaktorów. Na przyk³ad, w pracy
[26] przedstawiono technologiê umo¿liwiaj¹c¹ tworzenie mikrokomór reakcyjnych
o objêtoœci 45 fl na koñcach w³ókien optycznych wi¹zki z³o¿onej 50000 w³ókien.
Fluorescencja pochodz¹ca od cz¹steczek produktów gromadz¹cych siê w mikro-
reaktorach obserwowano w mikroskopie fluorescencyjnym sprzê¿onym z wi¹zk¹.
Badano wp³yw inhibitora D-galaktalu na aktywnoœæ β-galaktozydazy, w obecnoœci
substratu RGP. Stwierdzono zgodnoœæ œredniej z danych dla pojedynczych cz¹ste-
czek z pomiarami dla zespo³u cz¹steczek. Innym przyk³adem rozwoju technologii
mikroreaktorów jest praca [27], gdzie zademonstrowano kontrolowane inicjowanie
obrotów enzymatycznych β-galaktozydazy w objêtoœciach rzêdu femtolitrów.

Tego typu osi¹gniêcia pozwalaj¹ przypuszczaæ, ¿e badania aktywnoœci pojedyn-
czych cz¹steczek enzymów dostarcz¹ nie tylko wyników o znaczeniu poznawczym,
lecz tak¿e doprowadz¹ do powstania biochemicznych procedur analitycznych o eks-
tremalnie wysokiej rozdzielczoœci.
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ABSTRACT

The natural ultramarine (lazurite, lapis lazuli) has been known and valued since
the ancient times as semiprecious gem applied for jewelry, artistic works, decoration and
painting. In Middle Ages it was used as excellent, but very expensive pigment. At the
beginning of the nineteenth century a method of synthesis of artificial ultramarine has been
discovered and it soon became a common inexpensive commercial product applied mostly
for production of paints and as an optical brightener. The procedure included heating of
the substrate mixtures (kaolin, sulfur, sodium carbonate, reducing agent) in kilns at high
temperature (800°C). The technology of ultramarine production has not been substantially
changed up to now, whereas the law regulations concerning environment protection impo-
sed in the twentieth century could not accept a serious air pollution (SO2, H2S) always
accompanying the production process. Therefore, searching for novel, environmentally
friendly procedures becomes challenging.

Ultramarine is an aluminosilicate with sodalite structure that contains sulfur anion-
radicals (mostly •S3

–) combined with Na+ cations embedded inside β -cages. The sulfur
radicals play a role of chromophores (•S3

– blue, •S3
– yellow). Sodalite is a zeolite and the

sodalite units (β-cages) are constituents of structure of several zeolites (LTA, FAU, LTN,
EMT).

The use of zeolitic structures for encapsulation of sulfur anion radicals appeared very
promising. The direct introduction of sulfur radicals from aprotic solutions of oligosulfi-
des [27] was not successful but the thermal treatment of zeolites mixed with sulfur radical
precursors (NaSn, S + alkalis) resulted in colored products analogous to ultramarine
[24–26, 30, 31]. Zeolites A seem the most useful for preparation of sulfur pigments but
other zeolites can be applied as well. The products of various colors (yellow, green blue
and sometimes pinky) and shades can be obtained by choosing appropriate zeolite, radi-
cal precursor, kind and content of alkaline cation in the initial mixture, temperature
(400–800°C) and time of treatment. It was found that zeolite structure can be maintained
upon the thermal treatment or it can be transformed (mostly towards SOD) under highly
alkaline thermal treatment. The sulfur radicals can also be embedded inside smaller than
β-cages (e.g. CAN) which favors a generation of smaller radicals (i.e. •S2

–) [39–42]. It is
also possible to incorporate the sulfur compounds into zeolites during their crystallization
and then a generation of radical upon heating. The sulfur pigments based on non alumino-
silicate matrices (e.g. AlPO4-20) can be also obtained [38, 53].

Generally use of zeolites allows to obtain ultramarine-like pigments with broad range
of colors under much milder than conventional conditions and with much lower emission
of polluting agents.

Keywords: ultramarine, zeolites, molecular sieves, sulfur radicals, encapsulation

S³owa kluczowe: ultramaryna, zeolity, sita molekularne, rodniki siarkowe, enkapsulacja
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WSTÊP

Naturalny lazuryt (lapis lazuli) o g³êboko niebieskim zabarwieniu znany by³
i ceniony jako kamieñ pó³szlachetny ju¿ kilka tysiêcy lat temu. W rozwiniêtych
cywilizacjach tego okresu (Mezopotamia, Egipt) stosowany by³ w zdobnictwie
i w jubilerstwie, a od œredniowiecza zaczêto go przerabiaæ na cenny pigment u¿y-
wany do malarstwa artystycznego. Sta³o siê to po wyprawach Marco Polo, który
przywióz³ lazuryt do Europy z Afganistanu, gdzie do dziœ wystêpuj¹ najwiêksze
z³o¿a tego minera³u. Wtedy te¿ utrwali³a siê jego nazwa ultramaryna, nawi¹zuj¹ca
(w jêzyku w³oskim) do zamorskiego pochodzenia. Wieloetapowa przeróbka lazu-
rytu na pigment by³a bardzo pracoch³onna i ma³o efektywna (koñcowy produkt stano-
wi³ zaledwie ~3% masy pocz¹tkowego surowca), co poza wysokimi kosztami egzo-
tycznego w Europie minera³u, dodatkowo podnosi³o cenê b³êkitu ultramarynowego.
Zapotrzebowanie na pigmenty i barwniki zdecydowanie wzros³o na pocz¹tku XIX
wieku, po Rewolucji Przemys³owej, która spowodowa³a gwa³towny rozwój techno-
logii przemys³owych i postêp cywilizacji. W roku 1824 Société d’Encouragement
pour l’Industrie Nationale w Pary¿u og³osi³o konkurs na opracowanie metody otrzy-
mywania syntetycznego pigmentu o w³aœciwoœciach ultramaryny uzyskiwanej z lazu-
rytu, którego cena nie przekracza³aby 300 franków za funt. Nagrodê otrzyma³ Jean
Baptiste Guimet, który w 1828 roku przedstawi³ produkt uzyskany przez pra¿enie
kaolinu, siarki, sody i wêgla drzewnego, jako reduktora. Szacowana cena uzyska-
nego produktu by³a wprawdzie dwukrotnie wy¿sza ni¿ w za³o¿eniach konkursu, ale
jakoœæ i prosty sposób otrzymywania z tanich surowców zyska³y uznanie komisji.
Niemal równoczeœnie podobn¹ metodê przedstawi³ niemiecki chemik Christian
Gottlieb Gmelin, który równie¿ pretendowa³ do nagrody.

Opracowanie metody syntezy ultramaryny sta³o siê realne w 1806 po okreœle-
niu sk³adu chemicznego lazurytu przez Clementa i Desormesa [1], którzy wykazali,
¿e jest on glinokrzemianem zawieraj¹cym siarkê. Pierwsza przemys³owa wytwór-
nia ultramaryny wed³ug metody Gmelina rozpoczê³a dzia³alnoœæ w Niemczech,
w 1834 roku, a wkrótce potem pojawi³y siê kolejne. Pod koniec XIX wieku na tere-
nie Europy by³o ich blisko 100. Ultramaryna, z produktu luksusowego, sta³a siê
pospolitym pigmentem, powszechnie u¿ywanym do farb, lakierów, jako wybielacz
optyczny do œrodków pior¹cych, papieru, a nawet produktów spo¿ywczych (np.
cukru). To ostatnie zastosowanie wynika z jej ca³kowitej nietoksycznoœci. Obecnie
znaczna czêœæ produkowanej ultramaryny przeznaczona jest do barwienia tworzyw
sztucznych.

Poza podstawowym typem ultramaryny niebieskiej, mo¿liwe jest równie¿ uzyski-
wanie odcieni zielonych lub fioletowych, a tak¿e ultramaryny ró¿owej, poprzez ter-
miczne traktowanie podstawowego produktu chlorem lub chlorkiem amonu [2].

Powa¿nym mankamentem tradycyjnej syntezy ultramaryny jest zagro¿enie œro-
dowiska wynikaj¹ce z emisji do atmosfery lotnych zwi¹zków siarki (SO2, H2S).
Zwiêkszona troska o ochronê œrodowiska w XX wieku oraz id¹ce za tym, zaostrza-
j¹ce siê przepisy prawne spowodowa³y, ¿e wiele ma³ych wytwórni ultramaryny nie
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mog³o sprostaæ postawionym wymogom i zosta³y zamkniête. Œwiatowa produkcja
nie ulega jednak zmniejszeniu i zbli¿a siê do poziomu 50 000 ton rocznie. Najwiêk-
szymi producentami ultramaryny s¹ Holliday Pigments (oddzia³ Yule Cato), który
jest kontynuatorem firmy Reckitt’s Colours, dzia³aj¹cej nieprzerwanie od po³owy
XIX wieku, a tak¿e Nubiola (Hiszpania). Znaczne iloœci ultramaryny produkuje siê
w Indiach i w Chinach.

Problem ochrony œrodowiska jest powa¿nym wyzwaniem dla producentów,
a neutralizacja toksycznych gazów stanowi powa¿ny sk³adnik kosztów produkcji.
Innym problemem, który jest jednoczeœnie szans¹ dla producentów pigmentów siar-
kowych, jest zwiêkszenie palety osi¹galnych barw.

Poniewa¿ tradycyjne pigmenty nieorganiczne, zawieraj¹ce metale ciê¿kie, s¹
wycofywane z rynku ze wzglêdu na ich toksycznoœæ, nietoksyczne odpowiedniki
ultramarynowe mog³yby zaj¹æ ich miejsce.

Mimo ¿e produkcja ultramaryny syntetycznej trwa od blisko 200 lat, struktura
krystaliczna, a tym bardziej natura chromoforów przez d³ugi czas pozostawa³a nie-
znana. W latach 30. ubieg³ego wieku Jaeger [3] wykaza³, ¿e ultramaryna syntetyczna,
podobnie jak naturalny lazuryt, ma strukturê sodalitu (SOD). Ciasne klatki sodali-
towe pe³ni¹ rolê matryc goszcz¹cych centra barwne (Rys. 1).

Rysunek 1. Budowa ultramaryny (jednostka sodalitowa z enkapsulowanym rodnikiem •S3
–)

Figure 1. Structure of ultramarine (model of sodalite cages with entrapped radical •S3
–)

Udzia³ siarki w tworzeniu centrów barwnych od dawna nie budzi³ w¹tpliwoœci,
jednak sk³ad i struktura chromoforów siarkowych pozostawa³y w sferze spekulacji.
Obserwowano, ¿e traktowanie ultramaryny kwasami powoduje wydzielanie siarko-
wodoru, jednak ani siarczki, ani oligosiarczki sodu nie s¹ b³êkitne. Dopiero za po-
moc¹ spektroskopii EPR wykazano, ¿e w ultramarynie obecne s¹ rodniki siarkowe
[4]. Badania nad oligosiarczkami alkalicznymi, rozpuszczonymi w aprotycznych
rozpuszczalnikach, takich jak aceton, DMF, DMSO, aminy, triamid kwasu heksa-
metylofosforowego (HMPT), wykaza³y intensywne ich zabarwienie (¿ó³te, zielone
niebieskie, czerwone, brunatne), zale¿ne od d³ugoœci ³añcucha polisiarczkowego.
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Rysunek 2. Widmo EPR ultramaryny (w¹ski sygna³) oraz anionorodnika •S3
–

w roztworze triamidu kwasu heksametylofosforowego (HMPT) [14]
Figure 2. EPR spectra of ultramarine (narrow signal) and of anion-radical •S3

–

in hexamethylphosphoric acid triamide (HMPT) solution [14]

Widma EPR roztworów oligosiarczku Na2S6 w rozpuszczalnikach aprotycznych,
bez udzia³u powietrza, o intensywnie b³êkitnym zabarwieniu okaza³y siê prawie iden-
tyczne jak widma ultramaryny [5–7]. By³ to decyduj¹cy argument wykazuj¹cy, ¿e
aniono-rodnik •S3

– jest chromoforem odpowiedzialnym za niebieskie zabarwienie
ultramaryny (Rys. 2). Obecnie, na podstawie obliczeñ teoretycznych, uwa¿a siê [8, 9],
¿e z dwóch izomerów •S3

– trwalsza jest forma otwarta (Rys. 3).

Rysunek 3. Modele rodników siarkowych: 1 – •S3
–  forma otwarta (C2ν), 2 – •S3

–  forma zamkniêta (D3h),
3 – •S2

– (C1), 4 – [Na4S3]
3+ (C2ν). Obliczone kierunki tensora g oraz d³ugoœci wi¹zañ S-Na (Å) [28]

Figure 3. The radical sulphur models: 1 – •S3
– open form (C2ν), 2 – •S3

– closed form (D3h), 3 – S2
– (C1),

4 – [Na4S3]
3+ (C2ν). The calculated g-tensor orientations and the S-Na bond lengths (Å) in the cluster [28]

,
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Rysunek 4. Widma UV-vis ultramaryn o ró¿nym zabarwieniu.
U-¯ – ultramaryna ¿ó³ta, U-N – ultramaryna niebieska, U-Z – ultramaryna zielona (wykres a).

U-F – ultramaryna fioletowa, U-Cz – ultramaryna czerwona (wykres b) [14]
Figure 4. UV-vis spectra of differently coloured types of ultramarine.

U-¯ – yellow, U-N – blue, U-Z – green (Fig. a).
U-F – violet, U-Cz – red (Fig. b) [14]

Widma elektronowe (Rys. 4) ultramaryny, poza dominuj¹cym pasmem w rejo-
nie 600 nm, charakterystycznym dla barwy niebieskiej, niekiedy wykazuje równie¿
obecnoœæ pasma absorpcji przy d³ugoœci ~400 nm, które odpowiada barwie ¿ó³tej.
Za ¿ó³ty chromofor powszechnie uwa¿a siê anionorodnik •S2

–. Jego identyfikacja za
pomoc¹ spektroskopii EPR nie jest jednak jednoznaczna. W starszych pracach przypi-
sywano mu sygna³ o wartoœci g = 1,99–2,018 [4], który jednak przez niektórych
autorów jest uwa¿any za œwiadectwo obecnoœci zanieczyszczeñ (np. ¿elaza) [10].
Obecnie przewa¿a pogl¹d, ¿e rodnik ten nie jest wykrywalny przez EPR [10, 11].
Rodniki siarkowe nie s¹ równie¿ ³atwe do obserwacji za pomoc¹ spektroskopii
w podczerwieni, gdy¿ ich pasmo (550–580 cm–1) czêsto wystêpuje w tym samym
zakresie drgañ, co pasma wystêpuj¹ce w matrycach zeolitowych.

Du¿¹ przydatnoœæ w identyfikacji po³¹czeñ siarkowych w preparatach ultramary-
nowych wykazuje spektroskopia Ramana. Pozwala ona na rozró¿nienie zarówno
rodników •S3

– (pasmo przy ok. 550 cm–1) od •S2
– (~590 cm–1), jak równie¿ od siarki

elementarnej (pasma przy ok. 153, 218, 470 cm–1) (Rys. 5).
W niektórych modyfikacjach ultramaryny (za pomoc¹ chloru lub chlorku amonu)

widoczny jest tak¿e udzia³ czerwonego chromofora, za który uwa¿ano rodnik •S4
–.

Odmianê tak¹ otrzymano ju¿ w XIX wieku i pierwszy patent Cesarskiego Urzêdu
Patentowego w Niemczech [2] poœwiêcony by³ temu odkryciu. Identyfikacja czerwo-
nego chromoforu za pomoc¹ spektroskopii EPR budzi³a równie¿ powa¿ne kontro-
wersje [12–14] i obecnie przewa¿a pogl¹d, ¿e czerwonym komponentem barwy jest
raczej obojêtna cz¹steczka S4 (Rys. 6) [8–9].
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Rysunek 5. Widmo Ramana ultramaryny niebieskiej
Figure 5. Raman spectrum of ultramarine blue

Czerwon¹ barwê ultramaryny mo¿na uzyskaæ tak¿e przez zast¹pienie siarki
selenem. Stwierdzono, ¿e za czerwon¹ barwê w ultramarynie selenowej odpowie-
dzialne s¹ rodniki •Se2

– oraz cz¹steczki Se2 [15–18]. Mo¿liwe jest równie¿ uzyskanie
zielononiebieskich, tellurowych analogów ultramarynowych [19]. Produkcja przemy-
s³owa powy¿szych modyfikacji jest jednak ma³o prawdopodobna, nie tylko ze wzglêdu
na wysok¹ cenê selenu i telluru, ale g³ównie na wysok¹ toksycznoœæ ich zwi¹zków.

Tradycyjna synteza ultramaryny z kaolinu obejmuje kilka etapów. Polega ona
na pra¿eniu w wysokich temperaturach mieszaniny kaolinu, krzemionki, wêglanu
lub siarczanu sodowego, a czasami tak¿e niewielkiej iloœci sody kaustycznej oraz
siarki z dodatkiem œrodków redukuj¹cych siarkê, tj. wêgla, kalafonii, paku. Pra¿e-
nie przeprowadza siê w tyglach szamotowych o pojemnoœci kilku kilogramów (me-
toda tyglowa) lub bezpoœrednio w muflach pieca (metoda muflowa). Obie metody
stosowane s¹ w przemyœle. Metoda tyglowa jest jednak bardziej rozpowszechniona,
poniewa¿ regulacja temperatury i dostêpu powietrza jest ³atwiejsza.

Oprócz w/w metod periodycznych, syntezê przeprowadza siê równie¿ metod¹
ci¹g³¹. W metodzie tej proces przebiega w pochylonym piecu obrotowym. W górnej
czêœci pieca utrzymuje siê temperaturê powy¿ej 750°C, natomiast w dolnej oko³o
200°C. Mieszanina przesuwana jest z górnej czêœci pieca, gdzie panuj¹ warunki
beztlenowe, do dolnej. Po dotlenieniu w ni¿szych partiach pieca, produkt opuszcza
go w postaci b³êkitu ultramarynowego [20].

Ze wzglêdu na rodzaj stosowanego surowca, wyró¿nia siê nastêpuj¹ce metody
syntezy ultramaryny:

• metoda siarczanowa – polega na wypalaniu w tyglach mieszaniny kaolinu,
siarczanu sodu oraz wêgla, jako czynnika redukuj¹cego.
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Rysunek 6. Przyk³adowe izomery chromoforu S4:
1– ³añcuchowy cis (C2v), 2 – ³añcuchowa skoœna (C2), 3 – ³añcuchowy trans (C2h),

4 – wygiêty pierœcieniowy (D2d), 5 – motylkowy (D2d), 6 – tetraedryczny (D2d), 7 – tetraedryczny (Td),
8 – podwójny trójk¹tny (D4h), 9 – p³aski kwadratowy (D4h), 10 – prostok¹tny (D2h), 11 – egzocykliczny (C2v),

12 – rozga³êziony ³añcuchowy (D2h), 13 – piramidalny (Cs), 14 – zgiêty egzocykliczny (Cs) [8]
Figure 6. Typical isomers of S4: 1 – cis chain (C2v), 2 – gauche chain (C2), 3 – trans chain (C2h),

4 – puckered ring (D2d), 5 – butterfly (D2d), 6 – tetrahedral (D2d), 7 – tetrahedral (Td),
8 – double triangle (D4h), 9 – square planar (D4h), 10 – rectangle (D2h), 11 – exocyclic (C2v),

12 – branched chain (D2h), 13– pyramidal (Cs), 14 – bent exocyclic (Cs) [8]

W pocz¹tkowej fazie procesu, zachodz¹cej w oko³o 900°C, nastêpuje redukcja
siarczanu sodu wêglem:

Na2SO4 + 2C → Na2S + 2CO2

Nastêpnie, w wyniku reakcji pomiêdzy siarczkiem sodu i kaolinem, powstaje
ultramaryna o kolorze zielonym (tzw. b³êkit pierwotny). Produkt ten poddaje siê
dalszemu wypalaniu, w celu przemiany w ultramarynê niebiesk¹. Wad¹ tej metody



A. JANKOWSKA, S. KOWALAK668

jest koniecznoœæ dwukrotnego wypalania, du¿a zawartoœæ wolnej siarki w produk-
cie oraz ma³a intensywnoœæ barwy.

• metoda siarkowo-sodowa – polega na pra¿eniu mieszaniny kaolinu, sody,
siarki, kwarcu lub ziemi okrzemkowej, paku lub kalafonii. W metodzie tej
wyró¿niæ mo¿emy trzy etapy:
1) w pierwszym, w wyniku reakcji sody amoniakalnej z siark¹ elemen-

tarn¹ powstaj¹ siarczki i wielosiarczki. Reakcje te zachodz¹ w atmosfe-
rze redukuj¹cej. Proces zachodzi w zakresie temperatur od 25–700°C,
zgodnie z podanym zapisem reakcji:

Na2CO3 + S + C → Na2S + CO2 + CO

Na2CO3 + 3S + C → Na2S3 + CO2 + CO

2) w drugim etapie, w temperaturach od 700–830°C, zachodzi reakcja miêdzy
kaolinem i krzemionk¹ oraz wytworzonymi w pierwszym etapie siarcz-
kami. Powstaje ultramaryna pierwotna, zielononiebieska

Na8Al6Si6S2O24

3) w trzecim etapie procesu, w zakresie temperatur od 500–700°C, zacho-
dzi proces utleniania ultramaryny pierwotnej mieszanin¹ tlenu i dwu-
tlenku siarki. Powstaje w³aœciwa ultramaryna niebieska oraz produkt
uboczny – siarczan sodu

2Na8Al6Si6S2O24 + SO2 + O2 →→→→→ 2Na7Al6Si6S2O24 + Na2SO4

Zalet¹ tej metody jest mo¿liwoœæ otrzymania ultramaryny o ró¿nym stopniu
zawartoœci krzemu do siarki, bez dwukrotnego wypalania. Wad¹ natomiast jest  emisja
znacznych iloœci szkodliwych gazów.

1. U¯YCIE MATRYC ZEOLITOWYCH DO SYNTEZY PIGMENTÓW
SIARKOWYCH

Jednostki sodalitowe, w których uwiêzione s¹ anionorodniki siarkowe w ultra-
marynie, to podstawowe segmenty struktury SOD. Jednostki te wystêpuj¹ równie¿
jako elementy strukturalne kilku innych typów zeolitów (np. LTA, FAU, EMT, LTN)
[21].

U¿ycie istniej¹cych ju¿ struktur zeolitowych (szczególnie zawieraj¹cych klatki
sodalitowe) do enkapsulacji rodników siarkowych wydawa³o siê obiecuj¹ce, w porów-
naniu z d³ugotrwa³ym procesem konwencjonalnym, w którym struktura sodalitowa
powstaje w procesie wysokotemperaturowym z kaolinu, a syntezie towarzyszy emi-
sja znacznej iloœci toksycznych gazów siarkowych.
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Pierwsze, niezbyt udane próby, zastosowania zeolitów do syntezy ultramaryny
prezentowano ju¿ w latach 30. ubieg³ego wieku [22]. Syntetyczne zeolity stosowali
Kummins i in. [23, 24]. Mieszaninê zeolitu, wielosiarczku sodu b¹dŸ siarki elemen-
tarnej i octanu sodu poddawano pra¿eniu w 800°C, w atmosferze azotu, a nastêpnie
³agodnie utleniano w 500°C, w atmosferze powietrza. Podobne próby prowadzi³
Ishida i in. [25–27], którzy stosowali syntetyczne zeolity 4A lub 5A, impregnowane
siarczkiem sodu i traktowane termicznie w obecnoœci par siarki. Intensywnoœæ zabar-
wienia otrzymanych produktów by³a jednak ni¿sza, w porównaniu z produktami
otrzymanymi z kaolinu.

Mimo niezbyt obiecuj¹cych pocz¹tków, badania nad stosowaniem zeolitów
i innych sit molekularnych do syntezy pigmentów siarkowych rozwinê³y siê w sze-
regu oœrodków i wzbudzaj¹ zainteresowanie producentów.

W badaniach tych mo¿na wyró¿niæ ró¿ne kierunki i ró¿ne aspekty, omówione
w kolejnych paragrafach.

1.1. SPOSOBY ENKAPSULACJI RODNIKÓW SIARKOWYCH
W MATRYCACH ZEOLITOWYCH

1.1.1. Próby wprowadzenia do zeolitów rodników siarkowych
z roztworów aprotycznych

Roztwory wielosiarczków alkalicznych w rozpuszczalnikach aprotycznych
zawieraj¹ rodniki siarkowe, powstaj¹ce przez dysocjacjê ³añcuchów wielosiarczko-
wych. Wydawa³o siê, ¿e traktowanie aktywowanych zeolitów solwatowanymi rod-
nikami mo¿e doprowadziæ do ich penetracji do wnêtrza klatek, a nastêpnie stabili-
zowania ich w zamkniêtych przestrzeniach wewn¹trzkrystalicznych. Próby trakto-
wania zeolitów A i X [28] kolorowymi roztworami wielosiarczków w DMSO prowa-
dzi³y pocz¹tkowo do barwnych zawiesin zeolitów, jednak usuwanie rozpuszczal-
nika przez odparowywanie przy zmniejszonym ciœnieniu prowadzi³o do natychmiasto-
wego odbarwienia zeolitów. Równie¿ eksperymenty prowadzone w wy¿szych tempe-
raturach (w autoklawach) nie prowadzi³y do zakotwiczenia rodników w ma³ych klat-
kach (sodalitowych). Wydaje siê oczywiste, ¿e usuwanie rozpuszczalnika powoduje
natychmiastow¹ rekombinacjê rodników z utworzeniem prawie bezbarwnych wielo-
siarczków.

1.1.2. Wprowadzenie prekursorów rodników siarkowych
podczas syntezy zeolitów

Tradycyjna, wysokotemperaturowa metoda syntezy ultramaryny obejmuje kry-
stalizacjê struktury sodalitu bez udzia³u fazy ciek³ej. Powszechnie stosowana krysta-
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lizacja hydrotermalna zeolitów jest prowadzona w znacznie ³agodniejszych warun-
kach. Niektóre typy zeolitów (sodalit, kankrynit) zawieraj¹ w swoich przestrzeniach
wewn¹trzkrystalicznych okludowane cz¹steczki soli obecnych w mieszaninie krysta-
lizacyjnej. Cz¹steczkami takimi mog¹ byæ prekursory rodników siarkowych (np. cz¹-
steczki siarczków, oligosiarczków, rodanków, siarczanów). Weller [29] uzyskiwa³
strukturê sodalitu z enkapsulowanymi cz¹steczkami tiocyjanianów. Podczas pra¿e-
nia tiocyjaniany ulega³y utlenieniu i powstawa³y aniono-rodniki oligosiarczkowe
•S3

– i •S2
–, co by³o widoczne w zabarwieniu (niebieskim, zielonym). Voughan [11]

syntetyzowa³ sodalit w obecnoœci kationów tetrametyloamoniowych oraz anionów
siarczanowych, które pozostawa³y w klatkach β po krystalizacji. Podczas obróbki
termicznej siarczany ulega³y redukcji za poœrednictwem rozk³adaj¹cego siê kationu
organicznego i powstawa³ niebieski produkt podobny do ultramaryny. Próby analo-
gicznych syntez, przy u¿yciu innych ni¿ Al i Si pierwiastków szkieletowych (takich
jak gal i german) oraz selenianu zamiast siarczanu, nie prowadzi³y natomiast do
utworzenia barwnych produktów [30].

Krystalizacja sodalitu [31] lub kankrynitu [32] w obecnoœci siarczków lub wielo-
siarczków sodu prowadzi³a do uzyskania blado zielonkawych produktów, w których
pomiary EPR wykazywa³y sygna³y œwiadcz¹ce o obecnoœci rodników. Ogrzewanie
tych produktów w wy¿szych temperaturach zdecydowanie zwiêksza³o intensywnoœæ
zabarwienia. Wprowadzanie prekursorów rodników siarkowych do wnêtrza struk-
tur zeolitowych prowadzono równie¿ poprzez rekrystalizacjê zeolitów (g³ównie zeoli-
tów A) w obecnoœci siarczków lub wielosiarczków sodu. W zale¿noœci od stê¿enia
zwi¹zków siarkowych oraz temperatury obróbki hydrotermalnej, uzyskiwano struk-
turê sodalitu [31] lub kankrynitu [32]. Ogrzewanie powsta³ych produktów prowa-
dzi³o do powstawania rodników, a co za tym idzie – do intensywnego zabarwienia
preparatów. Preparaty pra¿one w 500°C zachowywa³y strukturê macierzystego zeo-
litu, natomiast pra¿one w 800°C (w przypadku mieszanin wysoko alkalicznych)
rekrystalizowa³y do sodalitu.

1.1.3. Generowanie w zeolitach rodników siarkowych
za pomoc¹ promieniowania

Powszechn¹ metod¹ wytwarzania rodników siarkowych w matrycach zeolito-
wych jest termiczne dzia³anie na wprowadzone prekursory (np. oligosiarczki). Podej-
mowano równie¿ próby rozerwania ³añcuchów wielosiarczkowych za pomoc¹ pro-
mieniowania.

Preparaty otrzymane z zeolitów A i X impregnowanych wielosiarczkami sodu
poddawane by³y dzia³aniu wi¹zki przyspieszonych elektronów lub promieni γ.
W przypadku impregnowanych zeolitów A, pojawia³o siê zabarwienie preparatów,
które by³o jednak znacznie mniej intensywne od obserwowanego w ultramarynie,
a widma EPR nie przypomina³y widm ultramaryny [33].
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1.1.4. Termiczna obróbka mieszanin zeolitów
z prekursorami rodników siarkowych

W tradycyjnej syntezie ultramaryny z kaolinu, zwi¹zki siarkowe prawdopodob-
nie s¹ wprowadzane w trakcie tworzenia siê komór sodalitowych. W podobny spo-
sób wprowadzane s¹ prekursory rodników siarkowych podczas hydrotermalnej syn-
tezy zeolitów (sodalitu, kankrynitu) w obecnoœci zwi¹zków siarkowych. Wczesne
prace [29, 34, 35] wskazuj¹, ¿e penetracja ma³ych cz¹steczek zawieraj¹cych siarkê
do wnêtrza klatek jest jednak mo¿liwa, szczególnie w wysokiej temperaturze. Rów-
nie¿ cykliczna cz¹steczka siarki S8 mo¿e ulegaæ termicznej dysocjacji na mniejsze
segmenty, które mog¹ dyfundowaæ do ma³ych klatek strukturalnych (np. do klatki
sodalitowej). Jak wykaza³y badania termiczne, traktowanie zeolitów odpowiednimi
zwi¹zkami siarki mo¿e prowadziæ do lokalizowania prekursorów rodników w ograni-
czonych przestrzeniach (klatkach), a nastêpnie do generowania rodników. Mecha-
nizm tych procesów nie jest jednak ca³kowicie jasny. £añcuchy oligosiarczków mog¹
ulegaæ homolitycznemu przerwaniu, w wyniku czego mog¹ powstawaæ nastêpuj¹ce
aniono-rodniki:

S4
2– → 2•S2

–,           S6
2– → 2•S3

–,           S6
2– → •S3

– + •S2
– + Sel

Rodniki mog¹ równie¿ powstawaæ w wyniku ³agodnego utleniania siarczków lub
oligosiarczków za pomoc¹ tlenu lub siarki:

2S3
2– + 1/2O2 → 2•S3

– + O2–,           2S3
2– + 1/8S8 → 2•S3

– + S2–

Jako prekursorów siarkowych u¿ywano zarówno siarczków i oligosiarczków
alkalicznych (g³ównie sodowych), jak i siarki elementarnej z dodatkiem zwi¹zków
alkalicznych (przede wszystkim Na2CO3 lub NaOH).

1.2. PRÓBY SYNTEZ ANALOGÓW ULTRAMARYNY PRZY U¯YCIU ZEOLITÓW
ZAWIERAJACYCH W SWEJ STRUKTURZE JEDNOSTKI SODALITOWE

Przeprowadzaj¹c syntezy pigmentów siarkowych badano wp³yw oraz mo¿li-
woœci wykorzystania ró¿nych struktur zeolitowych. Poniewa¿ ultramaryna naturalna
posiada strukturê sodalitu (SOD), szczególny nacisk k³adziono na zeolity zawiera-
j¹ce w swej strukturze jednostki sodalitowe, m.in. zeolit A, X, Y (Rys. 7).
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Rysunek 7. Struktura sodalitu (SOD), zeolitu A (LTA) oraz fojazytu (FAU)
Figure 7. Models of selected zeolite structures (SOD – sodalite, LTA– zeolite A, FAU – faujasite)

1.2.1. SYNTEZY BAZUJACE NA ZEOLITACH A (LTA)

Zeolity typu A (4A i 5A) wykorzystywane by³y przez Ishidê i wspó³pracowni-
ków [25–27] do syntezy analogów ultramarynowych. Zgodnie z procedur¹ podan¹
przez autorów, zeolity impregnowane siarczkiem sodu poddawano obróbce termicznej
(820°C) w strumieniu azotu z udzia³em par siarki, a nastêpnie utlenieniu w 500°C.
Autorzy nie przewidywali potencjalnych zastosowañ przemys³owych stosowanej
metody, ze wzglêdu na stosunkowo nisk¹ intensywnoœæ barwy uzyskanych produk-
tów i wysok¹ wówczas cenê zeolitów syntetycznych.

Obecnie zeolity A s¹ produkowane na du¿¹ skalê (ponad milion ton rocznie)
i ich cena zdecydowanie siê obni¿y³a, i jest porównywalna z cen¹ kaolinu. Sprawia
to, ¿e otrzymywane z nich pigmenty maj¹ szanse wejœcia do produkcji przemys³owej.

Poza impregnacj¹ zeolitów A, stosowano tak¿e zwyk³e mieszanie z siarczkami
lub oligosiarczkami sodu i nastêpnie pra¿enie w szerokim zakresie temperatur
(300–900°C) [36, 37]. W³aœciwoœci produktów (przede wszystkim zabarwienie
i struktura) zdecydowanie zale¿a³y od d³ugoœci ³añcucha oligosiarczkowego (a wiêc
stosunku Na2/S) w prekursorze siarkowym, jak równie¿ od temperatury i czasu
obróbki termicznej. Zwykle eksperymenty prowadzono w ma³ej skali laboratoryjnej
(kilka gramów zeolitu), a sumaryczna zawartoœæ siarki nie przekracza³a 40% masy
zeolitu. Obróbkê termiczn¹ prowadzono w zamkniêtych tyglach ceramicznych,
w atmosferze powietrza, bez udzia³u czynnika redukuj¹cego. Tabela 1 prezentuje
zabarwienie i strukturê produktów uzyskanych przy u¿yciu ró¿nych oligosiarczków
sodu (przy ró¿nej alkalicznoœci mieszaniny wyra¿onej jako stosunek Na2/S). Jak
mo¿na zauwa¿yæ, preparaty otrzymywane przy u¿yciu najd³u¿szych oligosiarczków
(a wiêc o najni¿szej alkalicznoœci) zachowuj¹ strukturê macierzystych zeolitów (LTA).
Przy œredniej alkalicznoœci mieszaniny reakcyjnej (Na2/S ~ 0,3) nastêpuj¹ zmiany
strukturalne zeolitu widoczne w dyfraktogramach rentgenowskich jako zanik reflek-
sów niskok¹towych, sugeruj¹ce powstanie nowej fazy krystalicznej, przypominaj¹-
cej opisywany przez Barrera [38] hydrat nefelinu II. Próbki powstaj¹ce z mieszanin
o najwy¿szej alkalicznoœci wykazuj¹ strukturê sodalitu. Produkty otrzymane z mie-
szanin o œredniej alkalicznoœci wykazuj¹ zmniejszon¹ intensywnoœæ refleksów dyfrak-
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cyjnych, jednak nigdy nie obserwowano ca³kowitej amorfizacji preparatów. Zabar-
wienie preparatów w serii otrzymanej w temperaturze 500°C zmienia siê od niebie-
skiego, poprzez turkusowy, do zielonego wraz z rosn¹c¹ alkalicznoœci¹ mieszanin,
natomiast w serii uzyskanej w 800°C obserwuje siê odwrotn¹ zale¿noœæ. Otrzymane
wyniki mog¹ sugerowaæ, ¿e w 500°C rodniki siarkowe powstaj¹ g³ównie dziêki kra-
kingowi oligosiarczków, natomiast w wy¿szej temperaturze dominuje proces ich
utleniania.

Tabela 1. Warunki oraz rezultaty serii syntez otrzymanych z zeolitu A
przy u¿yciu wielosiarczków sodu [38]

Table 1. Preparation conditions and properties of the products obtained from zeolite A
and sodium oligosulfides [38]

SOD – sodalit, LTA – zeolit A, NEF – hydrat nefelinu II, CAN – kankrynit.

Widma elektronowe (Rys. 8) ilustruj¹ zmienny udzia³ chromoforu niebieskiego
(pasmo ~600 nm) i ¿ó³tego (~400 nm) w preparatach. Porównuj¹c udzia³ poszcze-
gólnych pasm w widmie elektronowym, mo¿emy zauwa¿yæ, ¿e pasmo przypisane
rodnikowi •S2

– w niskich temperaturach wykazuje najwiêksz¹ intensywnoœæ przy wyso-
kim stosunku Na2/S, natomiast w wy¿szych temperaturach jego maksymalna inten-
sywnoœæ wystêpuje przy ni¿szej alkalicznoœci. Dla próbek pra¿onych w niskich tem-
peraturach pasmo o d³ugoœci fali ~600 nm (rodnik •S3

–) osi¹ga maksimum przy nis-
kim stosunku Na2/S. W przypadku próbek otrzymanych w wy¿szych temperaturach,
pasmo to wykazuje maksimum przy wy¿szym stosunku Na2/S. Otrzymane wyniki
nasuwaj¹ przypuszczenie, ¿e oprócz generowania rodników siarkowych na drodze
utlenienia wielosiarczków, homolityczne rozerwanie wi¹zañ S-S w ³añcuchu poli-
siarkowym mo¿e stanowiæ istotny element tworzenia rodników siarkowych.
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Rysunek 8. Wp³yw alkalicznoœci (Na2/S) mieszaniny na maksymalny udzia³ chromoforów
(600 nm – •S3

–, 410 nm – •S2
–) w produktach uzyskanych w ró¿nych temperaturach [38]

Figure 8. Influence of initial mixture alkalinity (Na2/S) on maximum contribution of chromophores
(600 nm – •S3

–, 410 nm – •S2
–) in the products prepared at various temperatures [38]

Podobne rezultaty uzyskuje siê z mieszanin zeolitów A, siarki elementarnej
i alkaliów (g³ównie Na2CO3) [37]. Zale¿noœci zmian strukturalnych oraz zabarwie-
nia od alkalicznoœci mieszanin pocz¹tkowych (Tab. 2) s¹ podobne jak w przypadku
u¿ycia oligosiarczków, przy czym struktura sodalitu podczas pra¿enia w wysokich
temperaturach pojawia siê ju¿ przy ni¿szych stosunkach Na2/S (0,4).

Tabela 2. Warunki oraz rezultaty serii syntez otrzymanych z zeolitu A
przy u¿yciu siarki elementarnej oraz sody [38]

Table. 2. Preparation conditions and properties of the products obtained from zeolite A
and elemental sulfur mixed with sodium carbonate [38]
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1.2.2. Syntezy oparte na zeolitach typu fojazytu

Zeolity typu X i Y mog¹ byæ u¿yte do syntez analogów ultramaryny w podobny
sposób jak zeolity typu A, jednak przy podobnych parametrach syntezy termicznej,
uzyskane preparaty wykazuj¹ ni¿sz¹ intensywnoœæ zabarwienia. W niskich tempe-
raturach obróbki, a szczególnie przy u¿yciu mieszanin o niskiej alkalicznoœci, pro-
dukty zachowuj¹ pierwotn¹ strukturê (FAU), ale intensywnoœæ ich zabarwienia jest
bardzo niska lub wcale nie wykazuj¹ zabarwienia. Produkty uzyskiwane w wyso-
kich temperaturach z mieszanin o wysokiej alkalicznoœci wykazuj¹ znacznie inten-
sywniejsze zabarwienie, ponadto obserwuje siê rekrystalizacjê do struktury sodalitu
[28, 31, 39]. Produkty otrzymane z zeolitów Y s¹ zwykle mniej intensywnie zabar-
wione, w porównaniu z materia³ami uzyskanymi z zeolitów X.

1.2.3. Syntezy przy u¿yciu sodalitu

U¿ycie syntetycznego sodalitu do otrzymywania pigmentów siarkowych z badaw-
czego punktu widzenia by³o interesuj¹cym wyzwaniem. Poniewa¿ zarówno ultra-
maryna naturalna, jak i syntetyczna wykazuj¹ strukturê SOD, badania te mog³y roz-
strzygn¹æ problem, czy rodniki siarkowe lub ich prekursory mog¹ dyfundowaæ do
klatek sodalitowych [31].

Syntezy prowadzone w sposób analogiczny do stosowanych dla zeolitów A pro-
wadzi³y do uzyskania barwnych produktów (b³êkitnych, turkusowych) o ni¿szej inten-
sywnoœci zabarwienia, w porównaniu z preparatami otrzymanymi z zeolitów A. Ni¿-
sza intensywnoœæ zabarwienia mo¿e wynikaæ z mniejszej iloœci enkapsulowanych
rodników. Prawdopodobnie w przypadku struktury sodalitu dyfuzja zwi¹zków siarko-
wych do jednostek sodalitowych przebiega znacznie trudniej, w porównaniu z zeo-
litem A, w którym prekursory rodników siarkowych mog¹ gromadziæ siê pocz¹t-
kowo w du¿ych komorach α, a nastêpnie dyfundowaæ do klatek sodalitowych
poprzez otwory szeœciocz³onowe. Struktura sodalitu nie ulega³a wyraŸnym transfor-
macjom podczas obróbki termicznej, jednak w niektórych przypadkach w dyfrakto-
gramach widoczne s¹ refleksy œwiadcz¹ce o domieszkach karnegeitu.

1.3. SYNTEZY W OPARCIU O ZEOLITY NIE ZAWIERAJACE JEDNOSTEK
SODALITOWYCH

Interesuj¹cym problemem by³o sprawdzenie, czy poza klatkami sodalitowymi
rodniki siarkowe mog¹ byæ enkapsulowane i stabilizowane w innych klatkach struk-
turalnych, mniejszych b¹dŸ wiêkszych od sodalitowych (β). Przez klatki (cages)
rozumie siê przestrzenie wewn¹trzkrystaliczne ograniczone pierœcieniami tetraedrów
nie wiêkszymi ni¿ szeœciocz³onowe. Pierœcienie te maj¹ œrednicê ~0,3 nm, co
w normalnych warunkach zapewnia izolacjê enkapsulowanych cz¹steczek. Klatki
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o ró¿nych rozmiarach mog¹ faworyzowaæ powstawanie i stabilizowanie ró¿nych
rodników siarkowych (np. •S2

–, •S4
–). Spoœród klatek mniejszych od sodalitowej na

uwagê zas³uguje klatka kankrynitowa (ε), wystêpuj¹ca m.in. w kankrynicie, erioni-
cie, losodzie oraz ofretycie. Interesuj¹ca jest równie¿ klatka losodowa, blisko dwu-
krotnie wiêksza od klatki β (Rys. 9).

Rysunek 9. Przyk³adowe typy struktur zeolitowych (CAN – kankrynit, ERI – erionit, LOS – losod)
Figure 9. Models of the selected zeolite structures (CAN – cancrinite, ERI– erionite, LOS – losod)

1.3.1. Syntezy w oparciu o zeolity typu kankrynitu

Zwi¹zki siarkowe by³y wprowadzane do kankrynitu podczas jego syntezy,
a nastêpnie, po obróbce wysokotemperaturowej (500–800°C), generowano rodniki
siarkowe. Barwne produkty otrzymane w wyniku pra¿enia wykazywa³y jednak nisk¹
intensywnoœæ zabarwienia [31, 40, 41]. Intensywnie zabarwione preparaty otrzy-
mano wprowadzaj¹c zwi¹zki siarkowe (oligosiarczki, siarka elementarna z alkalia-
mi) do syntetycznych kankrynitów przez zmieszanie, a nastêpnie ogrzewanie w pod-
wy¿szonych temperaturach (500–800°C). Preparaty otrzymane w 500°C zachowy-
wa³y macierzyst¹ strukturê, a w ich zabarwieniu (¿ó³tym, zielonym) widoczny by³
znacz¹cy udzia³ rodników •S2

– (chromoforu ¿ó³tego). Powy¿sze obserwacje dotycz¹
równie¿ preparatów otrzymywanych w 800°C z mieszanin o niskiej alkalicznoœci.
Próbki otrzymywane z mieszanin bardziej alkalicznych posiada³y barwê b³êkitn¹,
a struktura kankrynitowa uleg³a transformacji do sodalitu. Powy¿sze rezultaty mog¹
sugerowaæ wp³yw geometrii matryc zeolitowych na rodzaj tworz¹cych siê rodników
siarkowych. Poniewa¿, w przypadku materia³ów posiadaj¹cych strukturê kankry-
nitu, otrzymano preparaty, w których udzia³ chromoforu •S2

– by³ dominuj¹cy, mo¿na
przypuszczaæ, ¿e mniejsze klatki ε wyraŸnie faworyzuj¹ powstawanie mniejszych
rodników •S2

–, natomiast wiêksze klatki sodalitu umo¿liwiaj¹ enkapsulacjê wiêk-
szych rodników •S3

–.
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Preparaty otrzymane z kankrynitu (szczególnie zachowuj¹ce pierwotn¹ struk-
turê) wykazuj¹ interesuj¹ce widma EPR. Widma lazurytu lub konwencjonalnie otrzy-
mywanej ultramaryny wykonywane w temperaturze pokojowej prezentuj¹ zwykle
sygna³ izotropowy o wspó³czynniku rozszczepienia g = 2,029 odpowiadaj¹cym rod-
nikowi •S3

–. Prowadzenie pomiaru w niskich temperaturach (w ciek³ym azocie lub
helu) znacznie ogranicza rotacjê rodników, wynikiem czego jest pojawienie siê syg-
na³u anizotropowego. W przypadku preparatów posiadaj¹cych zachowan¹ strukturê
CAN anizotropia sygna³ów EPR widoczna jest ju¿ podczas pomiarów prowadzo-
nych w temperaturze pokojowej [42, 43]. Badanie te wskazuj¹ na istotny wp³yw
geometrii matryc zeolitowych na otoczenie rodników siarkowych oraz na ich ruchli-
woœæ.

1.3.2. Syntezy z u¿yciem erionitu

Syntezy termiczne prowadzone z u¿yciem erionitu zmieszanego z siark¹ i ró¿-
nymi iloœciami wêglanu sodu prowadzi³y w temperaturze 500°C do produktów
o zachowanej strukturze ERI, natomiast w 800°C nastêpowa³a rekrystalizacja do
sodalitu [42, 44]. Zabarwienie uzyskanych preparatów ustêpowa³o intensywnoœci
analogicznych próbek otrzymywanych z kankrynitu, a udzia³ chromoforu ¿ó³tego
nie by³ tak wyrazisty.

1.3.3. Syntezy z u¿yciem losodu

U¿ycie klatek kankrynitowych do syntezy pigmentów siarkowych wykazuje
zauwa¿alny wp³yw ich rozmiaru (szczególnie w przypadku kankrynitu) na zwiêk-
szony udzia³ mniejszych rodników •S2

–, w porównaniu z preparatami bazuj¹cymi na
matrycach sodalitowych. Mo¿na by³o zatem oczekiwaæ, ¿e wiêksze klatki losodowe
bêd¹ sprzyjaæ powstawaniu wiêkszych chromoforów siarkowych (np. •S4

– lub S4)
i, w rezultacie, tworzyæ nowe (np. czerwone) zabarwienie. Przeprowadzone ekspe-
rymenty [45, 46] przy u¿yciu ró¿nych prekursorów siarkowych (siarki z alkaliami,
oligosiarczków alkalicznych) nie doprowadzi³y jednak do uzyskania czerwonych
produktów. Podobnie jak w poprzednich przypadkach, ³agodne warunki obróbki
termicznej pozwala³y zachowaæ strukturê LOS, ale zabarwienie produktów (zielo-
ne, b³êkitne) by³o zwykle mniej intensywne, ni¿ przy u¿yciu innych zeolitów. Naj-
prawdopodobniej rodniki siarkowe lokuj¹ siê wy³¹cznie w klatkach kankrynitowych,
natomiast w obszernych klatkach losodowych mo¿e zachodziæ ich rekombinacja,
prowadz¹ca do bezbarwnych anionów oligosiarczkowych. Próby pewnego ograni-
czenia objêtoœci klatek losodowych przez wprowadzenie wiêkszych kationów (K+,
Cs+) prowadzi³y jednak do degradacji struktury LOS [45, 46].
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2. U¯YCIE ZEOLITÓW NATURALNYCH

Do syntez pigmentów siarkowych próbowano stosowaæ równie¿ zeolity natu-
ralne, takie jak chabazyt, stylbit, klinoptylolit, mordenit, przez ogrzewanie miesza-
nin zeolitów z oligosiarczkiem sodu i pakiem, jako czynnikiem redukuj¹cym [47].
Jedynie mieszaniny zawieraj¹ce stylbit i chabazyt tworzy³y b³êkitne produkty, a ich
struktura rekrystalizowa³a do sodalitu. Zeolity wysokokrzemowe (mordenit i klino-
ptylolit) nie tworzy³y produktów barwnych. Ich struktura ulega³a transformacji do
nieznanych form krystalicznych.

3. WP£YW RODZAJU KATIONÓW ALKALICZNYCH
NA WYNIKI SYNTEZ PIGMENTÓW SIARKOWYCH Z ZEOLITÓW

Jak wspomniano we wstêpie, ultramaryna jest glinokrzemianem o strukturze
sodalitu. We wnêtrzu jednostek sodalitowych, tzw. β-cages, znajduj¹ siê rodniki •S3

–

tetraedrycznie, skoordynowane z czterema kationami sodu. Ujemny ³adunek rodnika
jest kompensowany przez jeden z tych kationów, natomiast pozosta³e neutralizuj¹
³adunki sieci zlokalizowane na atomach glinu szkieletowego (Rys. 10) [48, 49]. Za-
obserwowano, ¿e zast¹pienie kationów Na+ innymi kationami prowadzi do zmiany za-
barwienia preparatów [5, 36, 50, 51]. Istotny wp³yw na jakoœæ produktu ma nie
tylko rodzaj kationów, ale równie¿ sposób ich wprowadzenia do matrycy. Kationy
mog¹ byæ wprowadzane zarówno na drodze wymiany jonowej gotowego produktu
[2, 5, 50], jak i podczas syntezy [36, 51].

Rysunek 10. Model przedstawiaj¹cy lokalizacje kationów alkalicznych (Na+, K+)
oraz rodnika siarkowego w jednostce sodalitowej

Figure 10. Model of sodalite with alkaline cations (Na+, K+) and the entrapped radical •S3
–

Najbardziej wyraziste efekty wp³ywu rodzaju u¿ytego kationu na barwê oraz
strukturê otrzymanych pigmentów zaobserwowano, gdy kationy wprowadzano
do mieszaniny ju¿ podczas syntezy, jako Ÿród³o alkaliów w postaci odpowiednich
wêglanów lub tlenku [36]. Kationowa modyfikacja gotowej ultramaryny (na drodze
wymiany jonowej) dawa³a zwykle mniej wyraziste efekty.
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Zast¹pienie kationów Na+ kationami K+ (wprowadzanymi podczas syntezy
w postaci K2CO3) prowadzi³o do otrzymania produktów zawieraj¹cych g³ównie chro-
mofor ¿ó³ty (•S2

–). Wynika to prawdopodobnie z wiêkszego (ni¿ Na+) rozmiaru katio-
nów potasu, które zmniejszaj¹ objêtoœæ klatek sodalitowych i faworyzuj¹ powsta-
wanie mniejszych rodników •S2

–. W przypadku u¿ycia Li2CO3, otrzymano produkty
niebieskie, zawieraj¹ce g³ównie rodniki •S3

–. Mniejsze kationy litu pozostawiaj¹ woln¹
wiêksz¹ czêœæ przestrzeni komór i pozwalaj¹ na tworzenie siê wiêkszych aniono-
rodników •S3

–. U¿ycie CaO, jako Ÿród³a alkaliów, prowadzi do bezbarwnych pro-
duktów.

Interesuj¹ce w³aœciwoœci wykazuj¹ preparaty uzyskane z zeolitu A po trakto-
waniu termicznym oligosiarczkiem amonowym w 800°C [52]. Próbki te zachowy-
wa³y strukturê LTA i by³y niemal bezbarwne w temperaturze pokojowej, natomiast
po ogrzaniu powy¿ej 500°C wykazywa³y niebieskie zabarwienie. Obserwowany efekt
termochromowy mia³ charakter odwracalny i by³ t³umaczony termiczn¹ dysocjacj¹
anionów S6

2– na rodniki i ich rekombinacj¹ po och³odzeniu.

4. PIGMENTY ULTRAMARYNOWE
W MATRYCACH NIEGLINOKRZEMIANOWYCH

Ultramaryna naturalna i syntetyczna s¹ glinokrzemianami o strukturze sodalitu,
zawieraj¹cymi w klatkach β enkapsulowane rodnikowe chromofory siarkowe. Rod-
niki te mog¹ byæ uwiêzione równie¿ w innych strukturach krystalicznych (np. w halo-
genkach [4]), a tak¿e w materia³ach warstwowych [53], choæ w tym przypadku, ich
izolacja nie jest w pe³ni zapewniona i po pewnym czasie ulegaj¹ one rozk³adowi.

Interesuj¹ce jest, czy rodniki siarkowe mog¹ byæ izolowane w klatkach nieglino-
krzemianowych, a szczególnie pozbawionych mobilnych kationów. Próby ich enkap-
sulacji w materiale AlPO-20 o strukturze SOD potwierdzi³y tak¹ mo¿liwoœæ [31, 39,
54]. Uzyskane preparaty wykazywa³y b³êkitne zabarwienie i du¿¹ trwa³oœæ.

Jak ju¿ wspomniano, Weller [55] otrzyma³ gallokrzemiany i glinogermaniany
o strukturze sodalitu lub kankrynitu, z enkapsulowanymi anionami SCN lub SeCN.
Obróbka termiczna tych materia³ów prowadzi³a do otrzymania barwnych analogów
ultramaryny.

Próby otrzymania barwnych produktów zawieraj¹cych kombinacje szkieleto-
wych pierwiastków, takich jak Ga/Si, Ge/Si, Al/Ge, Al/Ga, zawieraj¹cych seleniany
i siarczany w jednostkach sodalitowych, zakoñczy³y siê niepowodzeniem [56]. Nie-
skuteczne okaza³y siê równie¿ próby umieszczenia rodników siarkowych w sodali-
tach cynkofosforanowych, otrzymywanych spontanicznie w niskich temperaturach
[57]. Wynika³o to g³ównie z du¿ego powinowactwa jonów cynkowych do siarki,
prowadz¹cego do degradacji struktury krystalicznej.
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PODSUMOWANIE

Przedstawione dane wskazuj¹, ¿e zastosowanie zeolitów, a niekiedy tak¿e innych
sit molekularnych, pozwala na uzyskanie materia³ów analogicznych do ultrama-
ryny. Zwi¹zki siarki (prekursory rodników) mog¹ byæ wprowadzone do zeolitów
zarówno podczas ich krystalizacji, jak i poprzez impregnacje lub zmieszanie mecha-
niczne. Rodniki siarkowe powstaj¹ poprzez obróbkê termiczn¹, podczas której mo¿e
dochodziæ do termicznej dysocjacji anionów oligosiarczkowych lub ³agodnego utle-
nienia. Próby wprowadzania do zeolitów rodników siarkowych z roztworów apro-
tycznych nie sprawdzi³y siê, gdy¿ podczas usuwania rozpuszczalników rodniki ule-
ga³y rekombinacji przed osi¹gniêciem miejsc w izoluj¹cych klatkach strukturalnych.
Spoœród badanych zeolitów najbardziej obiecuj¹ce wydaj¹ siê zeolity typu A. Uzyski-
wane produkty wykazywa³y wysok¹ intensywnoœæ i trwa³oœæ. Dobór warunków syn-
tezy (alkalicznoœci mieszaniny, rodzaju kationów alkalicznych, temperatury i czasu
obróbki termicznej, udzia³u czynnika redukuj¹cego) pozwala na uzyskanie produk-
tów o bardzo szerokim zakresie barw i odcieni. Mieszaniny zawieraj¹ zwykle znacznie
mniej siarki ni¿ w przypadku syntezy z kaolinu i wymagaj¹ krótszego czasu syntezy,
nie jest konieczne u¿ywanie reduktorów. Emisja lotnych zwi¹zków siarki podczas
ogrzewania jest równie¿ zdecydowanie ni¿sza. Dodatkow¹ zalet¹ zeolitów A jest
ich stosunkowo niska cena, porównywalna z cen¹ kaolinu. Poza zeolitem A, barwne
pigmenty siarkowe mo¿na otrzymaæ przy u¿yciu wielu innych zeolitów, szczególnie
niskokrzemowych, a nawet z materia³ów zeolitopodobnych (np. AlPO-20) [39, 54].
Stosowane zeolity mog¹ zachowywaæ oryginaln¹ strukturê krystaliczn¹ podczas
obróbki termicznej ze zwi¹zkami siarki, albo ulegaæ rekrystalizacji, najczêœciej do
sodalitu (jeœli zapewnione jest du¿e stê¿enie kationów sodowych). Poza strukturami
zawieraj¹cymi jednostki sodalitowe mo¿liwe jest u¿ycie zeolitów zawieraj¹cych inne
klatki (kankrynitowa, losodowa), co w znacz¹cy sposób wp³ywa na dystrybucjê odpo-
wiednich rodników siarkowych i, w konsekwencji, na barwê produktów.
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ABSTRACT

Heterogeneous catalysts play an important role in the manufacture of various chemi-
cal substances in large-scale processes, e.g. crude oil processing and organic synthesis [1].
Heterogeneous catalyst most often consists of a transition metal arranged on an oxide
support [2]. The transition metal employed is usually one from Group 10 of the Periodic
Table (Ni, Pd or Pt). The Group 10 metals are efficient catalysts of reactions with hydro-
gen. Such reactions occur in the above-mentioned crude oil processing and organic syn-
thesis.

In large-scale applications some modifications of the catalyst properties are often
necessary to increase the rate of an appropriate stage of catalyzed reaction and to avoid by-
products. The change of the catalytic properties can be obtained by incorporating another
metal into the catalyst. Heterogeneous catalysts in which the active part contains two me-
tals are called bimetallic catalysts or, more generally, bimetallic systems [3, 4]. Research
on bimetallic catalysts was initiated in the 1960s and since then these catalysts have beco-
me an object of increasingly in-depth investigations [5].

The aim of this review is to summarize the available knowledge on heterogeneous
bimetallic catalysts. The review has been narrowed only to a few combinations of metals,
i.e. Pd-Ag, Pd-Pt, Pd-Au, Pt-Ag, and Pt-Au.

In the first part of the review some general information on the forms of the bimetallic
systems is presented. The term bimetallic system itself is quite broad and includes, among
other, the following representatives (Fig. 1): alloys, surface alloys, monometallic mono-
layer or pseudomorphic overlayers arranged on the surface of the other metal, monome-
tallic nanoparticles and clusters arranged on the surface of the other metal, alloyed nano-
particles and clusters, core/shell nanoparticles and clusters, and heteroaggregates. Recen-
tly, the last three of these representatives have been in the centre of interest [5, 6]. They
offer properties very different from those characteristic of bulk materials [15].

Later, the methods of synthesis and structural characterization of the bimetallic sys-
tems are described. At present, the preparation of the bimetallic catalysts that exhibit an
appropriate structure is difficult and expensive. Hence, further progress in this field is still
required. Some new methods of preparation [7, 16–41], as well as many experimental
[42–45, 48–67] and theoretical papers [69–77] on structural, energetic and electronic pro-
perties of the bimetallic systems are reviewed.

In the last part of the review the catalytic behaviour of the Pd-Ag, Pd-Pt, Pd-Au, Pt-
Ag and Pt-Au systems is discussed in detail. The discussion concentrates on the catalytic
reactions with hydrogen, e.g. hydrogenation, dehydrogenation, hydrogenolysis, etc.
[106–137]. In such reactions the bimetallic catalysts exhibit higher selectivity than the
monometallic ones. They also have better resistance to deactivation. At the very end of this
review the theoretical investigations on H2 dissociation and H adsorption on the bimetallic
systems have been mentioned [138–155].

Keywords: heterogeneous catalysis, bimetallic catalyst, hydrogen

S³owa kluczowe: kataliza heterogeniczna, katalizator bimetaliczny, wodór
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WPROWADZENIE

Katalizatory heterogeniczne odgrywaj¹ wyj¹tkowo wa¿n¹ rolê w otrzymywa-
niu na masow¹ skalê ró¿nych produktów z przeróbki ropy naftowej i syntezy organicz-
nej [1]. Katalizator heterogeniczny najczêœciej ma postaæ metalu przejœciowego,
osadzonego na noœniku tlenkowym [2]. Spoœród metali przejœciowych, niemal od
momentu powstania katalizy heterogenicznej, szczególnie czêsto wykorzystywano
przedstawicieli grupy 10 uk³adu okresowego pierwiastków (Ni, Pd oraz Pt). Metale
tej grupy bardzo dobrze sprawdzaj¹ siê jako katalizatory reakcji chemicznych z udzia-
³em wodoru. Reakcje takie nastêpuj¹ powszechnie w³aœnie podczas przeróbki ropy
naftowej i w syntezie organicznej.

W zastosowaniach przemys³owych czêsto zachodzi koniecznoœæ modyfikacji
w³asnoœci katalizatora, w celu przyspieszenia w odpowiednim stopniu w³aœciwych
etapów reakcji i spowolnienia niepo¿¹danych reakcji ubocznych. Zmiana w³aœciwoœci
metalicznego katalizatora heterogenicznego mo¿e odbywaæ siê miêdzy innymi poprzez
wprowadzenie drugiego metalu, daj¹c tzw. katalizatory bimetaliczne lub uogólnia-
j¹c: uk³ady bimetaliczne [3, 4]. Katalizatory bimetaliczne na noœniku sta³y siê obiek-
tem intensywnych badañ pocz¹wszy od lat 60. ubieg³ego wieku [5]. W chwili obec-
nej znajduj¹ siê w krêgu zainteresowania nie tylko katalizy heterogenicznej, ale rów-
nie¿ nauki o powierzchni [5] i nanochemii [6]. Jednak, pomimo rosn¹cego zaintere-
sowania i nieustannego poszerzania wiedzy o uk³adach bimetalicznych, nadal bra-
kuje ca³oœciowej, w pe³ni spójnej teorii obejmuj¹cej aktywnoœæ katalityczn¹ takich
uk³adów [7].

W niniejszym artykule podjêto próbê zebrania dostêpnej wiedzy o bimetalicz-
nych katalizatorach heterogenicznych, w których czêœci¹ aktywn¹ jest po³¹czenie
metali: Pd-Ag, Pd-Pt, Pd-Au, Pt-Ag lub Pt-Au. Dokonano przegl¹du prac dotycz¹-
cych w³asnoœci tego rodzaju uk³adów bimetalicznych, ze szczególnym uwzglêdnie-
niem ich katalitycznej aktywnoœci, selektywnoœci i stabilnoœci w reakcjach z udzia-
³em wodoru.

1. KLASYFIKACJA UK£ADÓW BIMETALICZNYCH

Uk³ad bimetaliczny A-B powstaje w wyniku ³¹czenia dwu metali (A i B) ze
sob¹. Pojêcie uk³adu bimetalicznego jest bardzo szerokie i mieœci, miêdzy innymi,
nastêpuj¹ce kategorie, wa¿ne z punktu widzenia katalizy heterogenicznej i odzwier-
ciedlaj¹ce ró¿ne postacie strukturalne takiego uk³adu:

• stopy,
• stopy powierzchniowe,
• monowarstwa lub pseudomorficzne warstwy metalu B na³o¿one na powierz-

chniê metalu A,
• nanocz¹stki i klastery metalu B osadzone na pod³o¿u z metalu A,
• nanocz¹stki i klastery o charakterze stopu,
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• nanocz¹stki i klastery o strukturze rdzeñ/p³aszcz,
• nanocz¹stki i klastery w postaci heteroagregatów.
Bimetaliczny stop AB, w przypadku idealnym, charakteryzuje siê prawdopodo-

bieñstwem znalezienia atomu A niezale¿nym od konkretnego miejsca sieci krysta-
licznej lub jego otoczenia (Rys. 1a). Prawdopodobieñstwo to jest równe œredniemu
stê¿eniu A w stopie [8]. Taki ca³kowicie nieuporz¹dkowany stan mo¿e istnieæ wtedy,
gdy si³y kieruj¹ce segregacj¹ i uporz¹dkowaniem (wskutek oddzia³ywañ miêdzyato-
mowych) s¹ bardzo s³abe, w porównaniu z energi¹ termiczn¹. W ni¿szych temperatu-
rach, w stopie mo¿e wyst¹piæ zjawisko segregacji, czyli tendencja do separacji faz na
skutek gromadzenia siê atomów jednego rodzaju wokó³ siebie. Zdarza siê, ¿e segre-
gacja zachodzi tylko w warstwie powierzchniowej. Jeœli na powierzchni metalu A
osadzany jest metal B i, wskutek wzajemnej rozpuszczalnoœci nastêpuje mieszanie,
ale tylko w warstwie powierzchniowej, to tworzy siê stop powierzchniowy (Rys. 1b).
Natomiast warstwy pseudomorficzne dwu metali powstaj¹ wtedy, gdy jedna lub
wiêcej warstw metalu B jest osadzana na pod³o¿u z metalu A i metale te maj¹ ma³¹
wzajemn¹ rozpuszczalnoœæ oraz nie zachodzi dyfuzja miêdzy pod³o¿em A a warstw¹
lub warstwami B (Rys. 1c).

Rysunek 1. Postacie uk³adów bimetalicznych: (a) stop, (b) stop powierzchniowy, (c) monowarstwa osadzona
na powierzchni, (d) klaster osadzony na powierzchni, (e) klaster stopowy, (f) klaster rdzeñ/p³aszcz

oraz (g) heteroagregat. Dla uproszczenia kó³ka symbolizuj¹ce metale A i B maj¹ tak¹ sam¹ œrednicê
Figure 1. Forms of bimetallic systems: (a) alloy, (b) surface alloy, (c) monolayer arranged on the surface, (d)

cluster arranged on the surface, (e) alloyed cluster, (f) core/shell cluster, and (g) heteroaggregate.
For simplicity the circles, which denote metals A and B, have the same diameter
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W ostatnim czasie bardzo du¿ego znaczenia nabra³y nanocz¹stki i klastery bime-
taliczne osadzone na pod³o¿ach [5, 6]. Zainteresowanie takimi uk³adami, obrazuj¹-
cymi stan materii o niezwykle wysokim stopniu rozdrobnienia (dyspersji), wzros³o
wraz z powstaniem i rozwojem takich technik eksperymentalnych jak: wysokoroz-
dzielcza mikroskopia elektronowa, mikroskopia skaningowa i spektrometria masowa
o wysokiej rozdzielczoœci.

Pojêcia nanocz¹stki i klastera bimetalicznego definiowane by³y przez badaczy
jako naturalne rozwiniêcie klastera i nanocz¹stki monometalicznej [3–6]. W pol-
skiej literaturze najpe³niejsze okreœlenie tych pojêæ pojawi³o siê w pracach Romanow-
skiego [9, 10]. Nanocz¹stka bimetaliczna to obiekt z³o¿ony z atomów dwu metali
o rozmiarach od 1 do kilkudziesiêciu nm, o niezbyt dok³adnie okreœlonym kszta³cie
i bli¿ej nieznanej liczbie atomów. Natomiast klaster bimetaliczny to krañcowo ma³a
nanocz¹stka, czyli zespó³ licz¹cy od kilku do kilkudziesiêciu atomów dwu metali
i o znanym kszta³cie. Definicje te dobrze oddaj¹ podstawowe ró¿nice miêdzy tymi
pojêciami, choæ dok³adna iloœciowa granica miêdzy klasterem a nanocz¹stk¹ jest
kwesti¹ w znacznym stopniu umown¹ [11–14].

W³aœciwoœci fizyczne i chemiczne nanocz¹stek i klasterów ró¿ni¹ siê znacznie
od analogicznych w³aœciwoœci czystych metali i stopów w postaci makrokrystalicz-
nej, czyli masywnej (ang. bulk) [9, 10, 15]. Nanocz¹stki i klastery charakteryzuj¹ siê
bowiem pewn¹ nadwy¿k¹ energii, zwi¹zan¹ z wolnymi wartoœciowoœciami atomów
powierzchniowych. Konsekwencj¹ tego jest ich ogromna reaktywnoœæ. W szczegól-
noœci kilkuatomowe klastery, które jako takie s¹ tworami powierzchniowymi i nie
maj¹ objêtoœci, s¹ ekstremalnie aktywne w reakcjach chemicznych i mog¹ byæ efek-
tywnymi katalizatorami.

W najprostszym przypadku uk³ady bimetaliczne o du¿ym stopniu rozdrobnie-
nia mo¿na otrzymaæ poprzez osadzenie nanocz¹stek lub klasterów metalu B na
powierzchni metalu A (Rys. 1d). Ta klasa uk³adów bimetalicznych ³¹czy cechy typowe
dla powierzchni (metal A) z cechami tworów o wysokiej dyspersji (metal B). Na
noœniku mo¿na równie¿ osadzaæ nanocz¹stki i klastery o charakterze stopu, co ozna-
cza, ¿e sk³adniki A i B s¹ wzajemnie wymieszane (Rys. 1e). Osobn¹ kategori¹ nano-
cz¹stek i klasterów bimetalicznych s¹ uk³ady o rdzeniu z atomów metalu A i zew-
nêtrznej pow³oce, tzw. p³aszczu, z atomów metalu B (Rys. 1f). W uk³adach tego
typu nie zachodzi wzajemne mieszanie sk³adników ani na skutek samych W³aœci-
woœci metali A i B, ani w wyniku odpowiedniej metody syntezy. W ostatnich latach
zainteresowano siê te¿ bimetalicznymi heteroagregatami (agregatami kontaktowymi).
Sk³adaj¹ siê one z rdzenia z metalu A, na powierzchni którego formowane s¹ dendry-
tyczne „w¹sy” metalu B (Rys. 1g).
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2. METODY OTRZYMYWANIA I PODSTAWOWE W£AŒCIWOŒCI

Obecnie wiêkszoœæ wysi³ków podejmowanych przez badaczy zmierza ku opraco-
waniu nowych metod syntezy nanocz¹stek i klasterów bimetalicznych o po¿¹danym
sk³adzie i strukturze [7, 16]. Otrzymanie nanocz¹stki lub klastera o precyzyjnie okreœ-
lonym sk³adzie iloœciowym i odpowiedniej strukturze stanowi bowiem przez ca³y
czas powa¿ne wyzwanie.

Uk³ady bimetaliczne o wysokiej dyspersji mo¿na otrzymaæ tradycyjnymi meto-
dami „impregnowania” i nastêpuj¹cej póŸniej chemicznej redukcji albo fizyczn¹
technik¹ wi¹zki molekularnej z osadzeniem na noœniku [16]. Stosunkowo niedawno
w centrum zainteresowania znalaz³y siê metody przekszta³cania koloidalnych klaste-
rów bimetalicznych w typowy katalizator heterogeniczny na noœniku [16, 17]. Koloi-
dalne klastery bimetaliczne daj¹ dosyæ du¿e mo¿liwoœci, jeœli chodzi o projektowa-
nie ich struktury, która nastêpnie musi byæ stabilizowana ró¿nymi ligandami, orga-
nicznymi polimerami lub dendrymerami. Takie koloidalne klastery umieszcza siê
na matrycy nieorganicznego noœnika lub w niej zanurza (matryca pe³ni wtedy rolê
oœrodka dysperguj¹cego).

Scott i wspó³pracownicy otrzymali nanocz¹stki PdAu metod¹ zamkniêcia (enka-
psulacji) w dendrymerze [18]. Nanocz¹stki te po osadzeniu na proszku TiO2 mia³y
wielkoœæ od 1,8 do 3,2 nm i zawiera³y 48 ± 3% Pd oraz 52 ± 3% Au. W tym przypadku
dendrymer, poliamidoamina (PAMAM), s³u¿y jako swoistego rodzaju nanoreaktor,
który zamyka w swoim wnêtrzu bimetaliczn¹ nanocz¹stkê lub klaster i staje siê
prekursorem, który mo¿e byæ osadzony na pod³o¿u. Pobie¿ny przegl¹d metod otrzy-
mywania koloidalnych nanocz¹stek PdAu i przekszta³cania ich w katalizator hetero-
geniczny zamieœci³ Pârvulescu wraz z wspó³pracownikami w pracy [17]. Tworzenie
nanocz¹stek PdAu w wodnych roztworach stwarza znaczne mo¿liwoœci uzyskiwa-
nia po¿¹danej struktury, np. rdzeñ Au/p³aszcz Pd technik¹ sonochemiczn¹ [19–21],
radiolityczn¹ [22, 23] lub szybkim ogrzewaniem mikrofalowym [24]. Tak zsyntezo-
wane nanocz¹stki i klastery mo¿na nastêpnie osadzaæ w porowatej matrycy SiO2
[19, 23]. Podobne techniki stosuje siê do otrzymywania nanocz¹stek PdAg o struk-
turze stopu [25, 26], rdzeniu Ag/p³aszczu Pd [27] i rdzeniu Pd/p³aszczu Ag [28].

Z prekursora w postaci klastera molekularnego Chandler i wspó³pracownicy
otrzymali metod¹ chemicznej redukcji katalizator PtAu po³o¿ony na SiO2 [29]. Ten
sam katalizator, ale osadzony na graficie, uzyskuje siê przez redukcjê AuCl4

– na
monometalicznym katalizatorze platynowym na graficie, Pt/C [30]. Redukcjê AuCl4

–

mo¿na prowadziæ na dwa sposoby. Pierwszy polega na bezpoœrednim u¿yciu platyny
jako czynnika redukuj¹cego. Otrzymuje siê w ten sposób bardzo ma³e klastery PtAu:
dimery, trimery itd. Po redukcji H2 w 573 K przewa¿aj¹ca wiêkszoœæ atomów Au
opuszcza klastery bimetaliczne i tworzy osobne krystality. W drugim sposobie czyn-
nikiem redukuj¹cym jest wodór zaadsorbowany wczeœniej na Pt/C. Uzyskane tym
sposobem klastery s¹ bardziej odporne na ucieczkê Au po redukcji H2 w 573 K.
Metodê otrzymywania, podobn¹ do tej z [30], przedstawiono równie¿ dla PtAu/
SiO2 [31]. To samo pod³o¿e zastosowano do osadzenia nanocz¹stek PtAu o œrednicy
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do 3 nm zamkniêtych w dendrymerze [32]. Heteroagregaty o rdzeniu Au i „w¹sach”
Pt zsyntezowa³ niedawno Zhou wraz z wspó³pracownikami [33]. Nanocz¹stki hete-
roagregatu PtAu zosta³y przygotowane jako zawiesina w toluenie, a nastêpnie osa-
dzone na γ-Al2O3. Synteza w roztworze daje du¿¹ mo¿liwoœæ regulacji struktury
nanocz¹stki, np. rdzeñ Ag/p³aszcz Pt [34], rdzeñ Pt/p³aszcz PtAu [35] lub stop PtAu
[36]. Tak zsyntezowane nanocz¹stki mog¹ byæ osadzone na noœniku [36].

W celu otrzymania nanocz¹stek i klasterów bimetalicznych mo¿na stosowaæ
metodê elektrochemiczn¹. Metod¹ t¹ otrzymano uk³ad PdPt [37]. Osadzenie nano-
cz¹stek i klasterów PdPt przeprowadzono dotychczas na pod³o¿ach: Al2O3 [38], SiO2
[39], graficie i amorficznym wêglu [40]. Cho i Kang pokazali, ¿e nanocz¹stki PdPt
posiadaj¹ strukturê rdzeñ Pd/p³aszcz Pt [38]. Tak¹ strukturê nanocz¹stki uzyskuje
siê równie¿ za pomoc¹ matrycy krzemianowej modyfikowanej zwi¹zkami organicz-
nymi [41].

Bimetaliczne stopy palladu i platyny ze srebrem i z³otem tworz¹ stopy substy-
tucyjne o regularnym typie sieci krystalicznej œciennie centrowanej fcc [2, 3]. Ozna-
cza to, ¿e atomy jednego metalu obsadzaj¹ pozycje zajmowane przez atomy drugie-
go metalu, zamieniaj¹c siê wzajemnie. Sta³a sieciowa takich stopów substytucyj-
nych le¿y wtedy pomiêdzy wartoœciami charakterystycznymi dla sieci metali sk³a-
dowych (prawo Vegarda).

W przypadku stopów PtAg i PtAu, obserwuje siê du¿¹ przerwê we wzajemnej
rozpuszczalnoœci. Przyk³adowo dla PtAu przerwa w rozpuszczalnoœci wystêpuje
miêdzy 15 a 98% wagowych Pt i termodynamiczna trwa³oœæ tego stopu o sk³adzie
1:1 pojawia siê dopiero powy¿ej 1473K [42]. Jednak, pomimo braku rozpuszczal-
noœci masywnych metali, na powierzchni mog¹ tworzyæ siê bimetaliczne cz¹stki, o
ile tylko s¹ dostatecznie ma³e. Tak wiêc, cechy charakterystyczne dla masywnego
stopu, takie jak wzajemna rozpuszczalnoœæ, nie s¹ w³aœciwe dla nanocz¹stek i kla-
sterów [43, 44]. Wskazuje siê nawet, ¿e nieodpowiednie ró¿nice rozmiarów atomo-
wych, które zapobiegaj¹ mieszaniu siê sk³adników w masie, mog¹ faworyzowaæ
mieszanie przy powierzchni i prowadziæ do tworzenia stopów w nanocz¹stkach.

Stopy PdAg, PdPt i PdAu nie wykazuj¹ ¿adnego obszaru braku wzajemnej roz-
puszczalnoœci. PdPt, podobnie jak pozosta³e stopy, przybiera strukturê fcc [45]
i otrzymaæ go mo¿na, dla zawartoœci Pd od 11 do 94%, za pomoc¹ redukcji miesza-
niny chlorków palladu i platyny roztworem borowodorku sodu, suszenia i dodatko-
wej redukcji H2 [46]. PdPt w postaci czerni uzyskano stosuj¹c metodê Adamsa [47].

Eksperymentalne badania stopu PdAg wskazuj¹, ¿e w pró¿ni na powierzchni
stopu dominuj¹ atomy Ag. I tak, dla stopu Pd67Ag33 powierzchnia o symetrii p³asz-
czyzny sieciowej (111) zawiera pomiêdzy 5 a 11% Pd, a powierzchnia (100) prak-
tycznie nie wykazuje obecnoœci Pd – 0,05% [48]. Jednak¿e, pod wysokim ciœnie-
niem wodoru w membranie Pd75Ag25, kiedy to pallad gromadzi siê na powierzchni –
nastêpuje odwrotna segregacja powierzchniowa [49]. Takie zachowanie wynika
z tendencji do wzbogacania powierzchni w ten sk³adnik, który ma wiêksze powino-
wactwo chemiczne do gazów bêd¹cych w kontakcie z t¹ powierzchni¹. Poniewa¿
pallad ma wiêksze powinowactwo wzglêdem wodoru ni¿ srebro, to on dominuje na
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powierzchni w obecnoœci atmosfery wodoru. Natomiast w pró¿ni lub inertnej atmo-
sferze na powierzchni stopu gromadzi siê srebro, gdy¿ ono bardziej obni¿a energiê
powierzchniow¹. Efekt wzbogacania powierzchni w jeden ze sk³adników jest charak-
terystyczny dla masywnych bimetalicznych stopów. Jednak, wraz ze wzrostem dys-
persji, efekt ten zanika, poniewa¿ maleje udzia³ fazy objêtoœciowej.

Ciekawe zachowanie uk³adu Pd-Ag zaobserwowa³ Persson wraz z wspó³pra-
cownikami [50]. Podczas dodawania Ag do Pd, srebro tworzy³o bowiem osobne
nanocz¹stki. Dla atomów Ag, po osadzeniu na Pd(110) zauwa¿yæ mo¿na przesuniê-
cie poziomu energii wi¹zania elektronów rdzeniowych 3d, a wielkoœæ tego przesu-
niêcia jest funkcj¹ stopnia pokrycia palladu srebrem [51]. Zale¿noœæ wartoœci sta³ej
sieciowej klasterów PdAg od ich sk³adu zosta³a pokazana na Rys. 2.

Rysunek 2. Wykres zale¿noœci wartoœci sta³ej sieciowej klasterów PdAg od zawartoœci Ag w tych klasterach
[26]. Lini¹ ci¹g³¹ oznaczono zale¿noœæ wyznaczon¹ teoretycznie z prawa Vegarda, natomiast lini¹

przerywan¹ zale¿noœæ dopasowan¹ do danych eksperymentalnych. Zmierzone technik¹ dyfrakcji elektronów
wartoœci sta³ych sieciowych klasterów s¹ reprezentowane na wykresie za pomoc¹ czarnych kó³ek

z do³¹czonymi s³upkami b³êdów (za zgod¹ American Chemical Society. Copyright 2002 American Chemical
Society)

Figure 2. Graph of the dependence of the lattice constant of PdAg clusters on the Ag concentration
in the clusters [26]. The solid line is the theoretical value (Vegard’s law) and the dashed line is a linear

fit to the experimental data. The lattice constant values, measured with the electron diffraction technique,
are represented by black circles together with the corresponding error bars (Copyright 2002 American

Chemical Society. Reproduced with permission)

W przypadku dodawania Au do Pd zwykle natychmiast tworzy siê stop [50],
choæ dla sk³adu PdAu3 znany jest fakt wykszta³cania siê powierzchniowej warstwy
czystego z³ota [52]. Wyniki badañ w³aœciwoœci filmu (bardzo cienkiej warstwy) Au
na Pd metodami spektroskopii promieniami Roentgena i mikroskopii si³ atomowych
zaprezentowa³ Maluf z wspó³pracownikami w artykule [53]. Dla warstwy PdAu
o gruboœci od 46 do 250 Å po³o¿onej na SiO2 Yalcin oraz Avci wyznaczyli sta³¹
sieciow¹ równ¹ 4,004 ± 0,014 Å [54]. Parametry strukturalne dla nanocz¹stek PdAu
o ró¿nych sk³adach poda³ Tsen wraz z wspó³pracownikami [55]. Z kolei klastery
o rdzeniu Au/p³aszczu Pd osadzone na SiO2 wykazuj¹ odleg³oœæ Pd-Pd tak¹ sam¹
jak w masywnym Pd, podczas gdy odleg³oœæ Au-Au jest krótsza o 3% ni¿ w masyw-
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nym Au [56]. Du¿e podobieñstwo w³asnoœci geometrycznych i elektronowych obser-
wuje siê pomiêdzy anionowymi klasterami: bimetalicznym Aun–1Pd– i monometa-
licznym Aun

– (n ≤ 4) [57].
Proces osadzania klasterów Ag na powierzchni Pt(111) opisali Röder i wspó³-

pracownicy [58, 59]. W temperaturze 50 K, w wyniku zarodkowania dimerów Ag2,
pojawiaj¹ siê niewielkie ugrupowania atomów Ag w postaci wysp. W 80 K wyspy te
licz¹ po 19 atomów Ag i maj¹ kszta³t odzwierciedlaj¹cy trygonaln¹ symetriê noœ-
nika Pt(111). Po ogrzaniu do 230 K na noœniku wystêpuj¹ wyspy o œredniej iloœci
atomów równej 230. Dalsze zwiêkszanie temperatury do 280 K powoduje wzrost
tych wysp do 1000 atomów Ag. W 350 K wyspy wspó³istniej¹ z dwuwymiarow¹
(2-W) warstw¹ adatomów Ag, podczas gdy w 400 K wszystkie du¿e wyspy zaczy-
naj¹ znikaæ. Oprócz tworzenia siê klasterów srebrowych na Pt, mo¿liwe jest te¿
powstanie powierzchniowego stopu PtAg. W temperaturach powy¿ej 620 K formuje
siê w³aœnie 2-W stop PtAg na powierzchni noœnika platynowego [44].

Monowarstwa atomów Ag na Pt(111) wykazuje chemiczne podobieñstwo do
powierzchni (111) masywnego srebra [60]. Dla tego uk³adu obserwuje siê wzrost
orbitalnej populacji elektronowej Ag(4d), w porównaniu do czystego srebra [61,
62]. Szczegó³ow¹ analizê oddzia³ywañ pomiêdzy Pt a Ag osadzonym na noœniku
grafitowym zaprezentowali Casalis i wspó³pracownicy w pracy [63]. Wed³ug tych
autorów, wydajne powstawanie stopu PtAg nastêpowa³o na powierzchniach du¿ych
3-W struktur srebrowych. Tworzenie siê stopu na mniejszych nanowyspach Ag nie
by³o ju¿ tak wydajne. Noœnik SiO2 wykorzystywany by³ do osadzania niewielkich
klasterów PtAu [29, 64–66].

Powierzchnia stopu PdPt wykazuje wzbogacenie w pallad zarówno dla sk³adu
iloœciowego Pd80Pt20, jak i Pd20Pt80 [67]. Zjawisko segregacji powierzchniowej Pd
wzmaga siê podczas wygrzewania stopu w wodorze. Jednak dla katalizatorów PdPt
o wysokiej dyspersji (bliskiej jednoœci) segregacja powierzchniowa zostaje ca³kowicie
powstrzymana przy wygrzewaniu w wodorze, co wynika z ograniczonego przecho-
dzenia atomów Pd ze stopu do tworz¹cych siê nanocz¹stek. Bimetaliczne klastery
PdPt osadzano te¿ na Al2O3 i wêglu [67].

Oprócz badañ prowadzonych technikami eksperymentalnymi, w³asnoœci uk³a-
dów bimetalicznych próbuje siê równie¿ przewidywaæ metodami teoretycznymi.
Wœród ró¿nych postaci uk³adów bimetalicznych, klastery s¹ zdecydowanie najczêœ-
ciej spotykanym obiektem obliczeñ wykonywanych metodami teoretycznymi.
Wynika to z faktu, ¿e klastery s¹ najmniejszymi mo¿liwymi przedstawicielami uk³a-
dów bimetalicznych, a niewielka liczba atomów wchodz¹cych w sk³ad takich obiek-
tów przek³ada siê bezpoœrednio na krótszy czas wykonywania obliczeñ. W przewa-
¿aj¹cej wiêkszoœci obliczenia teoretyczne wykonywane s¹ w ramach teorii funkcjo-
na³ów gêstoœci DFT (ang. density functional theory), która charakteryzuje siê bar-
dzo korzystnym stosunkiem dok³adnoœci uzyskiwanych wyników do kosztu oblicze-
niowego (szczególnie w porównaniu do zaawansowanych metod ab initio, uwzglêd-
niaj¹cych korelacjê elektronow¹) [68].
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Prace teoretyczne, w których zajmowano siê geometri¹ i energetyczn¹ stabil-
noœci¹ niewielkich klasterów bimetalicznych, zosta³y wyszczególnione w Tab. 1.
Dla zdecydowanej wiêkszoœci badanych klasterów PdAgn [69], PdAun [70–72]
i PtAun [72, 73] preferowana energetycznie jest geometria planarna. Zupe³nie ina-
czej jest dla klasterów Pt3Au [74] oraz Pt6Au [75], wykazuj¹cych najwiêksz¹ stabil-
noœæ dla 3-W trygonalnych struktur piramidy oraz bipiramidy. Uwzglêdnienie noœ-
nika MgO w obliczeniach powoduje dla PdAgn (5 ≤ n ≤ 8) strukturalne przejœcie od
geometrii planarnej do 3-W u³o¿enia o piêciokrotnej symetrii [69]. Za stabilnoœæ
p³askich klasterów PtAun odpowiedzialne byæ mog¹ silne efekty relatywistyczne
[72], choæ znacz¹ca rola sprzê¿enia spin-orbita jest równie¿ widoczna w piramidal-
nym Pt3Au [74]. W przypadku PdAun, planarne geometrie tych klasterów wykazuj¹
du¿e podobieñstwo do monometalicznych klasterów z³ota o tej samej liczbie ato-
mów [70].

Tabela 1. Klastery bimetaliczne, bêd¹ce obiektem badañ teoretycznych
Table 1. Bimetallic clusters investigated theoretically

Wœród klasterów PdAgn wyj¹tkowe w³asnoœci zaobserwowano dla PdAg6, który
po osadzeniu na noœniku, charakteryzuje siê bardzo du¿¹ ró¿nic¹ energii miêdzy
najwy¿szym obsadzonym orbitalem molekularnym HOMO (ang. highest occupied
molecular orbital), a najni¿szym nieobsadzonym orbitalem molekularnym LUMO
(ang. lowest unoccupied molecular orbital) oraz najwiêksz¹ stabilnoœci¹ energe-
tyczn¹ [69]. Mo¿e go zatem okreœliæ, tak jak to czyni siê dla klasterów monometa-
licznych, mianem „magicznego”. Na reaktywnoœæ chemiczn¹ klasterów PdAun wp³y-
waj¹ silne oddzia³ywania elektronowe d-d i s-d domieszki Pd i atomów Au [72].
W przypadku Pt6Au, domieszkowanie z³otem obni¿a chemiczn¹ aktywnoœæ klastera
platynowego i zwiêksza jego katalityczn¹ selektywnoœæ [75]. Domieszkowanie klaste-
rów z³ota platyn¹ równie¿ podwy¿sza selektywnoœæ w porównaniu do monometa-
licznych klasterów Au [73]. Jednak¿e elektronowy wp³yw domieszki Au w klasterze
Pt6Au jest zdecydowanie mniej zauwa¿alny, w stosunku do wp³ywu Pt w PtAu6.
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Fuks i Dorfman wyszli poza typowe uk³ady klasterowe i teoretycznie wyzna-
czyli energetyczne parametry charakterystyczne dla procesu porz¹dkowania w sto-
pie PdAu [77].

3. W£AŒCIWOŒCI KATALITYCZNE WZGLÊDEM REAKCJI
Z WODOREM

Uzyskanie po¿¹danej aktywnoœci, selektywnoœci i stabilnoœci katalizatora mo¿-
liwe jest, oprócz zastosowania odpowiedniego noœnika lub regulacji kszta³tu i roz-
miaru nanocz¹stek b¹dŸ klasterów, tak¿e poprzez zmianê sk³adu jakoœciowego meta-
licznej czêœci aktywnej. Odbywaæ siê to mo¿e drog¹ wprowadzenia drugiego metalu
i utworzenia uk³adu bimetalicznego, np. stopu [78–82]. Generalnie, w³aœciwoœci kata-
lityczne wykazywane przez uk³ad bimetaliczny, odniesione do w³aœciwoœci metali
sk³adowych, obejmuj¹ dwa przypadki [83]:

• w³aœciwoœci uk³adu bimetalicznego le¿¹ poza zakresem wartoœci tych samych
w³aœciwoœci, charakterystycznych dla poszczególnych sk³adników uk³adu,

• w³aœciwoœci uk³adu bimetalicznego le¿¹ pomiêdzy wartoœciami tych w³aœ-
ciwoœci dla czystych sk³adników.

Na wy¿szym poziomie szczegó³owoœci aktywnoœæ i selektywnoœæ katalizatora
bimetalicznego jest zwykle dyskutowana w kontekœcie trzech efektów:

• efektu zespo³owego [83–85] – odnosi siê do liczby miejsc (centrów) aktyw-
nych, potrzebnych do zajœcia katalizowanej reakcji. Reakcje, które wyma-
gaj¹ du¿ego zespo³u lub grupy miejsc aktywnych, mog¹ byæ selektywnie
powstrzymane przez blokowanie czêœci tych miejsc. Polepsza siê w ten spo-
sób selektywnoœæ, w stosunku do reakcji, które wymagaj¹ ma³ego zespo³u
miejsc aktywnych,

• efektu elektronowego (liganda) [85–87] – jeden ze sk³adników uk³adu zmie-
nia w³aœciwoœci elektronowe drugiego sk³adnika tak, ¿e prowadzi to do mody-
fikacji aktywnoœci i selektywnoœci,

• efektu geometrycznego (strukturalnego) [83] – modyfikacja odleg³oœci miê-
dzyatomowych w uk³adzie bimetalicznym spowodowana ró¿nic¹ wartoœci
sta³ych sieciowych sk³adników. Prowadzi to do unikalnego rozk³adu atomów
w centrum aktywnym.

Czasami efekty zespo³owy i geometryczny ³¹czy siê w jedn¹ ogóln¹ kategoriê,
nazywan¹ efektem bifunkcjonalnym (synergicznym) [86, 88]. Pod pojêciem efektu
bifunkcjonalnego rozumie siê wtedy po³¹czenie specyficznych w³aœciwoœci poszcze-
gólnych sk³adników w uk³ad, który ma lepsze w³aœciwoœci katalityczne ni¿ ka¿dy ze
sk³adników osobno.

Wymienione powy¿ej efekty stanowi¹ pewn¹ koncepcjê próbuj¹c¹ wyt³uma-
czyæ zachowanie katalizatora bimetalicznego. Jednak, zarówno takie podejœcie, jak
i wczeœniej wysuniêty model sztywnego pasma RBM (ang. rigid band model) [89]
i przybli¿enie koherentnego potencja³u CPA (ang. coherent potential approxima-
tion) [3], nie s¹ w pe³ni ca³oœciowe.
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Oddzia³ywanie pomiêdzy wodorem a uk³adami bimetalicznymi to istotny aspekt
katalizy heterogenicznej. Szczególna ranga tego oddzia³ywania wynika przede
wszystkim z du¿ego znaczenia technologicznego [90]. Z punktu widzenia zastoso-
wania w procesach przemys³owych, wodór mo¿e pe³niæ nastêpuj¹ce funkcje:

• reagenta – reakcje hydrogenacji, dehydrogenacji, hydrogenolizy itp.,
• czynnika redukuj¹cego – otrzymywanie nanocz¹stek i klasterów bimetalicz-

nych oraz regeneracja katalizatorów,
• cz¹steczki sonduj¹cej – zbieranie informacji o w³aœciwoœciach uk³adów bime-

talicznych.
Atomy H i cz¹steczki H2 to chemicznie najprostsze mo¿liwe adsorbaty, odpo-

wiednio atomowe i molekularne. Adsorpcja atomów H na powierzchni katalizatora
jest koniecznym warunkiem zachodzenia heterogenicznych reakcji katalitycznych,
w których reagentem jest wodór. Oddzia³ywania pomiêdzy atomami wodoru a powierz-
chni¹ i dalsz¹ reaktywnoœæ zaadsorbowanych atomów H próbuje t³umaczyæ siê
w ramach koncepcji gor¹cego atomu (ang. hot atom) [91–93]. Pomimo chemicznej
prostoty budowy wodoru, jego oddzia³ywanie z powierzchniami bimetalicznymi jest
bardzo z³o¿one, ze wzglêdu na ma³e rozmiary atomowe wodoru i relatywnie silne
wi¹zanie. Z³o¿onoœæ ta objawia siê istnieniem takich zjawisk, jak: absorpcja, struk-
turalna rekonstrukcja i relaksacja powierzchni, spillover, dyfuzja powierzchniowa
itd. Z drugiej strony, prostota budowy wodoru umo¿liwia wygodne przeprowadze-
nie badañ eksperymentalnych z u¿yciem izotopów. Izotopy wodoru maj¹ bowiem
unikalny stosunek mas (D2 jest dwukrotnie ciê¿szy od H2), co jest bardzo korzystne,
jeœli chodzi o uwidocznienie ró¿nych efektów izotopowych.

Na mono- i bimetalicznej powierzchni adsorpcja wodoru mo¿e zachodziæ na
trzy sposoby [94]:

• molekularna chemisorpcja H2,
• atomowa chemisorpcja H,
• molekularna fizysorpcja H2.
Podczas chemisorpcji cz¹steczek H2 i atomów H, na powierzchni tworz¹ siê

w zasadzie typowe, silne wi¹zania chemiczne miêdzy adsorbatem a t¹ powierzchni¹.
Tymczasem fizysorpcja cz¹steczek H2 charakteryzuje siê s³abymi oddzia³ywaniami
o naturze si³ van der Waalsa lub dyspersyjnych. Chemisorpcja atomowa jest najczêœ-
ciej poprzedzona dysocjacj¹ H2 na atomy nad powierzchni¹ – mówi siê wtedy
o dysocjatywnej chemisorpcji (adsorpcji), jak to ma miejsce dla metali grupy 10.
Mo¿e siê jednak zdarzyæ, ¿e H2 nie ulega dysocjacji nad danym metalem (np. Ag),
ale sam atom H jest przez powierzchniê tego metalu wi¹zany, czyli nastêpuje chemi-
sorpcja atomowa. Zachodzi wtedy koniecznoœæ przeprowadzenia samej dysocjacji
na innym zewnêtrznym uk³adzie (np. wolframie) i dostarczenia nad badan¹ powierz-
chniê tylko pojedynczych atomów. W temperaturze pomiêdzy 73 a 673 K (w zale¿-
noœci od metalu) wodór cz¹steczkowy dysocjuje na powierzchni, daj¹c postaæ ato-
mow¹, która nastêpnie mo¿e ulec rekombinacji (jak dla ka¿dej reakcji chemicznej,
ustala siê tu pewien stan równowagi) [2]. W wy¿szych temperaturach zaadsorbo-
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wane atomy H mog¹ opuszczaæ powierzchniê, przechodz¹c w postaci atomowej do
fazy gazowej. W ostatnim czasie rozwiniêto technikê niskotemperaturowej adsorp-
cji wodoru [95]. W temperaturze 30 K i ni¿szej wodór mo¿e byæ utrzymywany przez
d³u¿szy czas w stanie molekularnej fizysorpcji na powierzchni. Fizysorbowana cz¹s-
teczka H2 mo¿e odgrywaæ rolê stanu prekursorowego dla dysocjatywnej chemisorpcji.

Z punktu widzenia reakcji z wodorem, najciekawsze jest tworzenie stopów pal-
ladu i platyny ze srebrem i z³otem. Jak to ju¿ zosta³o powiedziane, metale grupy 10
dysocjatywnie adsorbuj¹ H2 (bezaktywacyjnie), natomiast w grupie 11 ani dla Ag
[96, 97], ani dla Au [98, 99] taki proces nie zachodzi. St¹d po³¹czenie metali z tych
dwu grup pozwoli³oby na swobodn¹ regulacjê aktywnoœci i selektywnoœci katali-
tycznej. Jednak¿e stopy PdAg i PdAu wykazuj¹, czêsto niepo¿¹dan¹, znaczn¹
i zmienn¹ absorpcjê wodoru, a stopy PtAg i PtAu charakteryzuj¹ siê du¿ym obsza-
rem braku wzajemnej rozpuszczalnoœci. Wady te dotycz¹ zasadniczo stopów masyw-
nych, a nanocz¹stki oraz klastery bimetaliczne mog¹ byæ od nich wolne.

Nanocz¹stki i klastery bimetaliczne, oparte o Pd lub Pt, zazwyczaj adsorbuj¹
wodór z podobnym lub mniejszym efektem egzoenergetycznym w porównaniu do
monometalicznych katalizatorów Pd i Pt. Z kinetycznego punktu widzenia, a wiêc
aktywnoœci katalitycznej wzglêdem reakcji z udzia³em wodoru, zachowanie takich
katalizatorów bimetalicznych bywa ró¿ne. Domieszka metaliczna mo¿e obni¿aæ
aktywnoœæ katalizatora, ale mo¿e te¿ jej nie zmieniaæ. Brak zmiany aktywnoœci wzglê-
dem wi¹zania wodoru bierze siê z faktu, ¿e stany przejœciowe reakcji hydrogenacji
oraz dehydrogenacji na uk³adach bimetalicznych czêsto s¹ podobne do stanów zna-
nych z uk³adów monometalicznych. To z kolei wynika z tego, ¿e takie reakcje wyma-
gaj¹ miejsc aktywnych w postaci tylko jednego lub dwu atomów metalu – struktu-
ralna niewra¿liwoœæ [100]. S¹ wreszcie reakcje katalityczne z udzia³em wodoru,
w których uk³ady bimetaliczne wykazuj¹ wy¿sz¹ aktywnoœæ w odniesieniu do kata-
lizatorów monometalicznych.

PdAg jest chyba najlepiej zbadanym stopem palladu, pod wzglêdem oddzia³y-
wania z wodorem, gdy¿ pierwsza praca na jego temat ukaza³a siê ju¿ w 1868 roku
[101]. Poniewa¿ wodór jest praktycznie nierozpuszczalny w srebrze, to mo¿na by³oby
oczekiwaæ, ¿e stop PdAg bêdzie gorzej absorbowa³ wodór w porównaniu z czystym
palladem. Tymczasem rozpuszczalnoœæ tego gazu w PdAg o pewnym szczególnym
sk³adzie jest wiêksza ni¿ w Pd. Pod ciœnieniem 0,1 MPa i w temperaturze 400 K
rozpuszczalnoœæ wodoru jest najwiêksza dla stopu o zawartoœci Ag pomiêdzy 20
a 40% [102]. Optymalne w³asnoœci otrzymuje siê dla sk³adu 77% Pd i 23% Ag
[103]. Dalsze zwiêkszanie zawartoœci srebra w stopie obni¿a absorpcjê. Rozpusz-
czalnoœæ wodoru w stopie Pd77Ag23, miejsca, gdzie zwi¹zany zostaje wodór, i wêd-
rówkê wodoru miêdzy tymi miejscami szczegó³owo zbadali Cao i wspó³pracownicy
[104]. Zdecydowanie szybsz¹ absorpcjê wodoru, w porównaniu do czystego Pd,
zaobserwowano dla ultracienkiego filmu Pd77Ag23 [105]. Jednak, w tym przypadku,
iloœæ poch³oniêtego wodoru okaza³a siê mniejsza ni¿ w Pd.
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Stop PdAg stosuje siê do hydrogenacji acetylenu [106, 107]. Proces polimery-
zacji etylenu w produkcji polietylenu wymaga, aby zanieczyszczenie etylenu acety-
lenem by³o mniejsze ni¿ 5 ppm, co zapobiega deaktywacji katalizatora. Nawet oczysz-
czony etylen mo¿e wci¹¿ zawieraæ do 2% objêtoœciowych acetylenu, który musi byæ
selektywnie uwodorniony do etylenu. Ten proces mo¿na przeprowadzaæ na Pd/Al2O3,
jednak przy niskim ciœnieniu H2 na tym katalizatorze odk³adaj¹ siê substancje, które
s¹ prekursorami zwi¹zków blokuj¹cych miejsca aktywne (depozyt wêglowy) i tym
samym obni¿aj¹ aktywnoœæ katalityczn¹. Takie zjawiska ograniczaj¹ stosowanie
katalizatorów opartych o czysty pallad. Tymczasem stop PdAg wykazuje przede
wszystkim lepsz¹ od Pd stabilnoœæ, jak równie¿ selektywnoœæ dla tworzenia ety-
lenu. Minimalizuje on tworzenie siê depozytu wêglowego, jest te¿ bardziej stabilny
przy zmianach stê¿enia reagentów w strumieniu przep³ywaj¹cym przez reaktor i ma
d³u¿szy czas ¿ycia. Na poziomie mikroskopowym dodanie Ag powoduje zmniejsze-
nie siê powierzchniowych grup (zespo³ów) blisko siebie le¿¹cych atomów Pd. Inhi-
bituje to rozk³ad wêglowodorów i reakcjê polimeryzacji, które wymagaj¹ wiêkszych
zespo³ów atomów Pd. W wyniku tego nastêpuje wzrost selektywnoœci wzglêdem
tworzenia etylenu. W stopie PdAg nastêpuje równie¿ transfer ³adunku z Ag na Pd,
który os³abia adsorpcjê produktów poœrednich oraz zmienia kinetykê hydrogenacji
i jej selektywnoœæ. Energia wi¹zania adsorbatu z powierzchni¹ wp³ywa na energe-
tykê ca³ej reakcji z³o¿onej z elementarnych etapów tak z tworzeniem, jak i zrywa-
niem wi¹zañ. S³absza energia wi¹zania adsorbatu z powierzchni¹ faworyzuje etapy
z tworzeniem wi¹zañ (np. hydrogencja), podnosz¹c ich egzoenergetycznoœæ. Ato-
mowy wodór s³abo zwi¹zany na powierzchni PdAg wykazuje bowiem wiêksz¹ sk³on-
noœæ do reagowania ni¿ silnie zwi¹zane produkty poœrednie na powierzchni czys-
tego palladu. Wzrost zawartoœci Ag na powierzchni prowadzi tak¿e do s³abszego
wi¹zania etylenu, w zwi¹zku z tym jest bardziej prawdopodobne, ¿e oderwie siê on
od powierzchni, zanim nast¹pi hydrogenacja do etanu. Dodatkowo utworzenie stopu
PdAg obni¿a egzoenergetycznoœæ etapów z pêkaniem wi¹zañ. Eksperymentalnie
potwierdzono to w wielu pracach obserwuj¹c spadek liczby produktów rozk³adu
wêglowodorów przy przejœciu od czystego Pd do PdAg [108–110]. Oprócz hydro-
genacji acetylenu, stop PdAg znajduje równie¿ zastosowanie w czêœciowym uwo-
dornieniu dienów [111] oraz hydrodehalogenacji chlorobenzenów i 1,2-dichloro-
etanu [112, 113]. W obydwu tych przypadkach, stop wykazuje lepsz¹ selektywnoœæ,
w porównaniu z Pd. Bimetaliczne nanocz¹stki o rdzeniu Ag/p³aszczu Pd, umiesz-
czone w ultracienkim filmie ¿elu TiO2, katalizuj¹ reakcjê hydrogenacji akrylanu
metylu [114]. Aktywnoœæ takich nanocz¹stek w wymienionej reakcji okazuje siê
367 razy wiêksza ni¿ czerni palladowej i 1,6 razy wiêksza ni¿ monometalicznych
nanocz¹stek Pd.

Zastosowanie katalityczne stopów PdAu jest nieco gorzej poznane ni¿ PdAg,
co spowodowane jest faktem, ¿e dopiero niedawno nast¹pi³a intensyfikacja badañ
nad z³otem, jako domieszk¹ [115]. Stop PdAu, podobnie jak PdAg, bywa u¿ywany
w hydrogenacji acetylenu do etylenu [116], gdy¿ równie¿ zmniejsza efekt zatrucia
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katalizatora depozytem wêglowym i ma wysok¹ selektywnoœæ. PdAu pozostaje te¿
odporny na zatruwanie siark¹ [117]. Jest to bardzo istotne w procesie aromatycznej
hydrogenacji, która jest czêsto prowadzona równolegle z hydroodsiarczaniem [115].
Do takich procesów katalizator z czystego Pd jest nieprzydatny, gdy¿ jest wra¿liwy
na zatrucie ju¿ ma³ymi iloœciami siarki. Katalityczna hydrogenacja etylenu jest nato-
miast niewra¿liwa na dodatki Au do Pd. Z³oto redukuje liczbê powierzchniowych
miejsc aktywuj¹cych wodór, co obni¿a szybkoœæ reakcji. Z drugiej strony Au obni¿a
energiê wi¹zania etylenu, co podwy¿sza szybkoœæ reakcji. Te dwa czynniki dzia³aj¹
przeciwstawnie i ostatecznie aktywnoœæ PdAu pozostaje na poziomie podobnym do
Pd [118]. Obni¿enie aktywnoœci katalizatora PdAu w reakcji hydrogenacji cyklo-
heksenu zaobserwowano doœwiadczalnie przy przejœciu od nanocz¹stek rdzeñ
Au/p³aszcz Pd do stopu o przypadkowej strukturze [19]. Ta sama reakcja, ale
w porównaniu z Pd na noœniku, charakteryzuje siê liczb¹ przekszta³ceñ TON
(ang. turnover number) cztery razy wiêksz¹ dla PdAu [118]. Mizukoshi i wspó³pra-
cownicy [20] zmierzyli wy¿sz¹ aktywnoœæ nanocz¹stek rdzeñ Au/p³aszcz Pd ni¿ mie-
szaniny monometalicznych nanocz¹stek o tym samym stosunku z³ota do palladu
podczas hydrogenacji kwasu 4-pentenowego. Nanocz¹stki PdAu o strukturze stopo-
wej, osadzone w matrycy SiO2, bardzo dobrze katalizuj¹ selektywn¹ hydrogenacjê
3-heksyn-1-olu [17, 119], aldehydu cynamonowego [17] i styrenu [17].

Rysunek 3. Aktywnoœæ oraz selektywnoœæ katalizatorów Pd, PdAu oraz Au w reakcji hydrogenacji
3-heksyn-1-olu do 3-heksen-1-olu [119]

(za zgod¹ Wiley-VCH. Copyright Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA)
Figure 3. Activity and selectivity of the Pd, PdAu, and Au catalysts in the hydrogenation of 3-hexyn-1-ol
to 3-hexen-1-ol [119] (Copyright Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA. Reproduced with permission)
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W odniesieniu do Pd bimetaliczny katalizator posiada wy¿sz¹ aktywnoœæ i selek-
tywnoœæ, w szczególnoœci cis-selektywnoœæ w reakcji hydrogenacji 3-heksyn-1-olu
do cis-3-heksen-1-olu (Rys. 3). PdAu jest te¿ bardziej odporny na zatrucie, co
widaæ w reakcji hydrogenacji styrenu w obecnoœci tiofenu [17]. PdAu na noœniku
charakteryzuje siê wy¿sz¹ aktywnoœci¹ (ni¿ Pd) w hydrodehalogenacji chlorofluo-
rowêglowodorów (CFC) [120], hydroodsiarczaniu [121] i tworzeniu wody z H2
i O2 [122]. Warstwa Pd osadzona na Au(111) mo¿e katalizowaæ cyklotrimeryzacjê
C2H2 do C6H6 [123].

PtAg jest najs³abiej poznanym uk³adem katalitycznym wzglêdem wodoru ze
wszystkich opisywanych w tym rozdziale. Przebadana zosta³a jedynie monowar-
stwa Ag osadzona na Pt(111), która jednak nie wykazuje bezaktywacyjnej dysocja-
tywnej adsorpcji H2 [60].

Dla PtAu, wykazuj¹cego jako masywny stop du¿¹ przerwê we wzajemnej roz-
puszczalnoœci sk³adników, mo¿liwe jest uzyskanie metastabilnej fazy powierzch-
niowego stopu w postaci filmu [42]. Najczêœciej jednak katalizator PtAu spotyka
siê jako nanocz¹stki lub klastery osadzone na noœniku. Steruj¹c sk³adem i wielkoœ-
ci¹ nanocz¹stek mo¿na otrzymaæ ¿¹dan¹ selektywnoœæ w reakcjach hydrogenacji
[124, 125] i wymiany izotopowej H na D [126]. Chemisorpcja wodoru na PtAu
maleje wraz ze wzrostem zawartoœci z³ota. Za efekt ten odpowiedzialne jest bloko-
wanie miejsc aktywnych (atomów Pt) poprzez osadzenie na tych miejscach atomów
Au. Tak wiêc, z³oto wp³ywa na rozmiar zespo³ów katalitycznych i tym samym regu-
luje selektywnoœæ [127, 128]. Adsorpcjê H2 potwierdzono dla katalizatorów z³o¿o-
nych z nanocz¹stek PtAu osadzonych na ró¿nych noœnikach: SiO2 [98, 129], TiO2
[129] i Al2O3 [129]. Co ciekawe, dla bardzo niskiej zawartoœci PtAu w katalizato-
rze, adsorpcja H2 okazuje siê w znacznej mierze niezale¿na od iloœci z³ota [130].

Katalizator PtAu/SiO2 wykorzystano do selektywnej hydrogenacji karwonu
w pracy [124]. Selektywnoœæ tego katalizatora zale¿a³a od wielkoœci nanocz¹stek.
Jedynie ma³e nanocz¹stki PtAu by³y w stanie dokonaæ czêœciowej hydrogenacji kar-
wonu, tj. addycji wodoru wy³¹cznie do jednego wi¹zania podwójnego. W porówna-
niu z monometalicznym katalizatorem platynowym, PtAu wykazywa³ obni¿on¹ aktyw-
noœæ w tej reakcji. Obni¿on¹ aktywnoœæ posiada³ równie¿ wysoce zdyspergowany
PtAu w reakcji hydrogenacji toluenu. PtAu/SiO2 otrzymany z klastera molekular-
nego, jako prekursora by³ mianowicie 6 do 30 razy mniej aktywny ni¿ Pt/SiO2 [29].
PtAu charakteryzuje siê mniejsz¹ liczb¹ przekszta³ceñ TON ni¿ Pt podczas dehy-
drogenacji propanu [131]. Zwiêkszenie szybkoœci reakcji na stopie PtAu wykazuje
natomiast dehydrogenacja cykloheksanu do benzenu [132]. Produkcja benzenu osi¹ga
maksimum przy sk³adzie 50% Au. Z³oto redukuje liczbê atomów Pt oddzia³uj¹cych
z zaadsorbowanym benzenem. Zapobiega to dalszej dehydrogenacji i tworzeniu siê
depozytu wêglowego, zatruwaj¹cego katalizator.

Obecnoœæ z³ota w katalizatorze PtAu/SiO2 nie oddzia³uje istotnie na katalityczn¹
aktywnoœæ w reakcji hydrogenolizy n-heksanu do propanu [65]. Selektywnoœæ w tej
reakcji przesuniêta jest w kierunku rozerwania wewnêtrznego wi¹zania wêgiel-wê-
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giel (tworzenie propanu), a nie na rozszczepienie terminalnego wi¹zania wêgiel-
wêgiel (tworzenie metanu), co jest charakterystyczne dla Pt/SiO2. PtAu/SiO2 wyka-
zuje bardzo dobr¹ odpornoœæ na deaktywacjê. Hydrogenoliza n-heksanu by³a rów-
nie¿ badana w pracach [133, 134]. Z³oto osadzono na powierzchniach Pt(111)
i Pt(100), tak ¿e tworzy³a siê epitaksjalna warstwa Au lub stop PtAu. Tak w przy-
padku Au/Pt(111), jak i PtAu/Pt(111) obserwuje siê redukcjê aktywnoœci wzglêdem
hydrogenolizy i znacz¹ce przyspieszenie szybkoœci izomeryzacji (tworzenie 2- i 3-me-
tylopentanu). Au/Pt(100) nie wykazuje du¿ej inhibicji hydrogenolizy n-heksanu, co
wskazuje na mniejsz¹ zale¿noœæ tego uk³adu od efektu zespo³owego.

Szczególne znaczenie technologiczne wœród stopów palladu ma stop PdPt.
Wykazuje on wysok¹ odpornoœæ na zatrucie siark¹ i azotem oraz jest ³atwo reduko-
walny w atmosferze wodoru [40]. Po³¹czenie palladu i platyny mo¿e byæ dla dobrze
dobranego sk³adu bardziej reaktywne ni¿ dla ka¿dego z metali osobno. Aktywnoœæ
wzrasta trzykrotnie, w porównaniu do czystego palladu, w reakcji hydrogenacji cyklo-
oktadienu do cyklooktenu dla klasterów Pd80Pt20 [135]. W klasterach tych Pd tworzy
zewnêtrzny p³aszcz, a platynowy rdzeñ jest niedostêpny dla reagentów. St¹d ulep-
szona aktywnoœæ katalityczna p³aszcza palladowego spowodowana jest efektem elek-
tronowym atomów Pt le¿¹cych pod p³aszczem. W pracy [40] zbadano selektywne
uwodornienie butadienu do butenu na klasterach PdPt, jako funkcjê temperatury.
Selektywnoœæ by³a bliska 100%, czyli zbli¿ona do tej charakterystycznej dla czys-
tego palladu. Aktywnoœæ wzrasta³a z temperatur¹, czego przyczyn¹ prawdopodob-
nie by³o obni¿enie poziomu zanieczyszczeñ, towarzysz¹ce podwy¿szaniu temperatury.

Katalizator PdPt jest czasami u¿ywany do hydrogenacji aromatycznych wêglo-
wodorów, takich jak naftalen [136] czy toluen [137]. Stop PdPt, wystawiony na
dzia³anie wodoru pod ciœnieniem 5,5 MPa i w temperaturze 448 K, wykazuje czêœ-
ciowy rozdzia³ faz na obszary bogatsze i ubo¿sze w Pd [45]. Zaburzanie jednorod-
noœci stopu nie wp³ywa jednak na jego zdolnoœæ absorpcji H2, która jest zawsze
ni¿sza ni¿ w czystym Pd.

W³aœciwoœci katalityczne uk³adów bimetalicznych w reakcjach z udzia³em
wodoru badano równie¿ metodami teoretycznymi. Jednak, w porównaniu do badañ
uk³adów monometalicznych, obliczenia dla katalizatorów z³o¿onych z dwu metali
s¹ zdecydowanie rzadsze.

Adsorpcji i absorpcji H na powierzchni PdAg poœwiêcone s¹ prace [138–142].
Løvvik i Olsen [138, 139] za³o¿yli, ¿e oddzia³ywanie atom H-stop sk³ada siê z wk³adu
geometrycznego oraz elektronowego i w oparciu o tak wprowadzony podzia³ stwier-
dzili, ¿e wk³ad geometryczny dominuje w tego typu oddzia³ywaniach. Efekt elektro-
nowy jest widoczny przy porównywaniu pozycji adsorpcyjnych, bêd¹cych atomami
metali o takim samym otoczeniu. Wodór wi¹¿e siê znacznie silniej z Pd ni¿ z Ag i w sto-
pach si³a wi¹zania wodoru s³abnie ze wzrostem zawartoœci Ag. Autorzy wysunêli
przypuszczenie, ¿e w przypadku powierzchni stopów energia adsorpcji H mo¿e zostaæ
w przybli¿eniu wyznaczona poprzez interpolacjê miêdzy wartoœciami energii adsor-
pcji na czystych Pd i Ag. Potwierdzenie na gruncie teoretycznym wy¿szej rozpuszczal-
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noœci H w PdAg ni¿ w Pd przedstawili Sonwane i wspó³pracownicy [142]. Maksi-
mum rozpuszczalnoœci przypad³o w temperaturze 456 K dla stopu z oko³o 30% Ag.

Zmian¹ struktury powierzchniowej stopu PdAg pod wp³ywem wodoru zajmo-
wali siê González i wspó³pracownicy, wykorzystuj¹c metodê DFT [143]. W pró¿ni
na powierzchni stopu nastêpuje segregacja atomów Ag. W stanie równowagi powierz-
chnia stopu sk³ada siê wtedy g³ównie z Ag oraz odosobnionych atomów Pd lub
dimerów Pd2. Gdy na powierzchni adsorbuje siê wodór, to segregacja atomów Ag
zostaje powstrzymana i, przy pokryciu powierzchni wodorem równym 0,25 mono-
warstwy H, preferowana staje siê migracja powierzchniowych atomów Ag do war-
stwy podpowierzchniowej stopu. W wyniku tej odwrotnej segregacji, warstwa
powierzchniowa stopu zawiera g³ównie atomy Pd. Autorzy sugeruj¹, ¿e w obec-
noœci wodoru podpowierzchniowe atomy Ag powstrzymuj¹ tworzenie siê podpo-
wierzchniowego wodoru i, co za tym idzie, ewentualnej pe³nej hydrogenacji niena-
syconych wêglowodorów. Na powierzchni PdAg atom H oddzia³uje z tymi centrami
aktywnymi, które z³o¿one s¹ z mo¿liwie najwiêkszej iloœci atomów Pd. Periodyczne
obliczenia DFT wskazuj¹ na egzoenergetyczn¹ adsorpcjê atomów H na pseudomor-
ficznej warstwie Pd po³o¿onej na noœniku Au [144].

Sheth i wspó³pracownicy przeanalizowali w artykule [145] adsorpcjê atomo-
wego wodoru na stopie PdAg (o sk³adach: 25 i 50% Ag), w kontekœcie szczegó³o-
wych badañ nad katalityczn¹ hydrogenacj¹ mieszaniny etylenu i acetylenu. Perio-
dyczne obliczenia DFT z u¿yciem fal p³askich pozwoli³y otrzymaæ energiê adsorp-
cji wodoru, która okazuje siê korzystniejsza (bardziej egzoenergetyczna) o 0,04 eV
dla stopu o 50% Ag, w porównaniu ze stopem o 25% Ag. Teoretyczne badania
metod¹ DFT i Monte Carlo reakcji hydrogenacji etylenu na stopie PdAu (o zawar-
toœci 6,25 i 12,5% Au) zaprezentowali Mei i wspó³pracownicy [146]. Wzrost zawar-
toœci Au w stopie obni¿a si³ê wi¹zania metal-wodór, co podnosi aktywnoœæ kataliza-
tora bimetalicznego wzglêdem hydrogenacji. Z drugiej strony wzrost zawartoœci Au
w warstwie powierzchniowej blokuje miejsca adsorpcji i aktywacji H2, co wywo³uje
efekt kompensacyjny. Szybkoœæ reakcji hydrogenacji pozostaje w³aœciwie taka sama
dla stopu o 6,25 i 12,5% Au.

Wi¹zanie atomu H na stopach PdAg i PtAu w dosyæ szerokim zakresie sk³adów
by³o badane przez Romanowskiego i wspó³pracowników w [147, 148]. W pracach
tych obliczenia DFT przeprowadzono w ramach modelu klasterowego. Na podsta-
wie uzyskanych wyników Autorzy [148] doszli do wniosku, ¿e stop PtAu wykazuje
nawet czterokrotnie bardziej egzoenergetyczn¹ wartoœæ energii wi¹zania z atomami
H ni¿ PdAg. Najkorzystniejsza energia wi¹zania atomów wodoru odpowiada te¿
ró¿nej zawartoœci domieszki w przypadku PtAu i PdAg (odpowiednio 37,5% Au
i 81,25% Ag).

Teoretyczne badania reakcji dysocjacji H2 na niewielkich klasterach bimeta-
licznych, zawieraj¹cych Pd lub Pt i domieszkowanych Ag lub Au, zaprezentowano
do tej pory jedynie w kilku publikacjach [147, 149–154].
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W artyku³ach [147, 149] zbadano dysocjacjê H2 na dimerze PdAg o d³ugoœci
wi¹zania równej 2,58 Å, za pomoc¹ metody DFT. Zaobserwowano redystrybucjê
gêstoœci elektronowej w H2 w kierunku atomu wodoru bli¿szemu krañcowi pallado-
wemu dimeru. Autorzy wysnuli na tej podstawie wniosek, ¿e rozerwanie wi¹zania
w molekule H2 prowadzi do utworzenia jonów H+ i H–, przy czym ten drugi jon
zostaje zdecydowanie silniej zwi¹zany przez atom Pd dimeru. Na szereg wad w³aœ-
ciwych dla obliczeñ z ustalon¹ geometri¹ dimeru bimetalicznego wskazuj¹ Wang
i wspó³pracownicy [150]. W celu wyznaczenia mechanizmu dysocjacji H2 na PdAg
i PdAu, wykonali oni pe³ne optymalizacje geometrii takich uk³adów przy u¿yciu
hybrydowego funkcjona³u gêstoœci B3LYP. Istnieje kilka mo¿liwych œcie¿ek reakcji
dysocjacji (zwykle geometria uk³adu H2-dimer jest 3-W), ale preferowana jest ta
œcie¿ka, w której H2 zbli¿a siê od strony atomu Pd. Przejœcie cz¹steczki H2 przez
dimery jest trudne na skutek obecnoœci wysokich barier energetycznych na atomie
Ag i Au.

Mechanizm oddzia³ywania H2 z dimerem PtAu wyznaczyli Cruz i wspó³pra-
cownicy [151]. Prowadzili obliczenia za pomoc¹ szeregu nastêpuj¹cych po sobie,
coraz dok³adniejszych zaawansowanych metod ab initio. Podczas zbli¿ania cz¹steczki
H2 osi¹ wi¹zania prostopadle do osi dimeru nastêpowa³o wi¹zanie H2 bez jakiejkol-
wiek bariery aktywacji (Rys. 4).

Rysunek 4. Powierzchnia energii potencjalnej PES oraz krzywa relaksacji BRC d³ugoœci wi¹zania
wodór-wodór d(H-H) jako funkcje odleg³oœci d(AuPt-H2) miêdzy dimerem PtAu a œrodkiem wi¹zania

w cz¹steczce H2 [151]. Zero na osi energii odpowiada sumie energii izolowanych PtAu i H2.
(za zgod¹ Wiley-VCH. Copyright Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA)

Figure 4. Potential energy surface PES and bond relaxation curve BRC of the H-H bond length, d(H-H),
as functions of the distance between the PtAu dimer and the bond centre of the H2 molecule, d(AuPt-H2)

[151]. Zero on the energy axis corresponds to the sum of the energies of separated PtAu and H2.
(Copyright Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA. Reproduced with permission)
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D³ugoœæ wi¹zania w dimerze ca³y czas by³a ustalona na 2,54 Å. Obydwa atomy
dimeru maj¹ tak¹ sam¹ zdolnoœæ do molekularnego wychwytu H2 (zwi¹zania H2
w postaci cz¹steczkowej). Porównanie z uk³adem H2Pt2 pokazuje, ¿e z³oto inhibi-
tuje aktywnoœæ platyny – energia adsorpcji oraz relaksacja d³ugoœci wi¹zania H-H
spadaj¹ prawie o 50%. Badania dysocjacji H2 na wiêkszym, piramidalnym klasterze
Pt3Au wykonali Olvera-Neria i wspó³pracownicy [152], wykorzystuj¹c metodê oblicze-
niow¹ podobn¹ do tej z [151]. Spontaniczny wychwyt i dysocjacja H2 zachodzi
zarówno w pobli¿u wierzcho³ka Pt, jak i Au klastera Pt3Au. Zamiana jednego atomu
platyny w Pt4 na z³oto pozwala na osi¹gniêcie dwu œcie¿ek dysocjatywnej adsorpcji
H2 o mniejszych barierach aktywacji ni¿ te w Pt4. Oddzia³ywania miêdzy H2 i O2
a klasterami PdAu, Pd2Au i PdAu2 w kontekœcie tworzenia H2O2 zbadali Joshi i wspó³-
pracownicy [153] za pomoc¹ hybrydowego funkcjona³u gêstoœci B3LYP. Przy u¿y-
ciu tego samego funkcjona³u Bartczak i Stawowska analizowali dysocjacjê H2 na
klasterach Pd4Ag i PdAg4 o planarnej strukturze (100) [154]. Stwierdzili oni, ¿e
dodanie Ag do katalizatora palladowego o czterech atomach Pd obni¿a³o jego aktyw-
noœæ wzglêdem dysocjacji cz¹steczkowego wodoru i wprowadza³o barierê aktywa-
cji. Natomiast dodanie Pd do klastera srebrowego pozwala³o rozerwaæ wi¹zanie
H-H, co nie by³o mo¿liwe dla czystego srebra.

Oddzia³ywaniom pomiêdzy H2 a katalizatorem bimetalicznym PdPt poœwiê-
cono do tej pory tylko jeden artyku³ teoretyczny. Jiang i wspó³pracownicy [155]
zbadali za pomoc¹ DFT adsorpcjê H2 i H2S na powierzchni PdPt. Dodanie niewiel-
kiej iloœci Pd do powierzchni platynowej znacz¹co zmienia w³aœciwoœci katalityczne,
tak w stosunku do czystej Pt, jak i do czystego Pd. Katalizator bimetaliczny sprzyja
bowiem bardziej adsorpcji H2 ni¿ H2S, st¹d wiêksza odpornoœæ PdPt na zatrucie
siark¹, w porównaniu z monometalicznymi katalizatorami.

PODSUMOWANIE

W œwietle przedstawionego materia³u wyraŸnie widaæ interesuj¹ce w³aœciwoœci
katalityczne wykazywane przez uk³ady bimetaliczne w reakcjach z udzia³em wodoru.
W³aœciwoœci te ulegaj¹ znacznej modyfikacji w stosunku do aktywnoœci, selektyw-
noœci i stabilnoœci monometalicznych katalizatorów. Tworzenie uk³adów bimetalicz-
nych mo¿e te¿ prowadziæ do zupe³nie nowych, nieoczekiwanych cech, np. wyj¹tko-
wej odpornoœci na zatruwanie, co jest niezwykle istotne w zastosowaniach przemy-
s³owych.

Badania eksperymentalne i teoretyczne katalizatorów bimetalicznych s¹ nadal
w stosunkowo wczesnej fazie i daleko jeszcze do pe³nego zrozumienia zachowania
siê takich uk³adów w reakcjach katalitycznych. Obecnie wiêkszoœæ wysi³ków podej-
mowanych przez badaczy zmierza ku opracowaniu odpowiednich metod syntezy
i regeneracji katalizatorów bimetalicznych. Trudna i kosztowna synteza oraz pro-
blem braku zachowania struktury podczas regeneracji wydaj¹ siê kluczowymi czynni-
kami ograniczaj¹cymi zastosowanie takich katalizatorów.
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W najbli¿szej przysz³oœci nale¿y spodziewaæ siê nowych odkryæ w omawianej
tematyce, które z pewnoœci¹ spowoduj¹ ewolucjê aktualnych pogl¹dów i, byæ mo¿e,
doprowadz¹ do powstania jednolitej teorii t³umacz¹cej w³asnoœci katalizatorów bime-
talicznych.

Notka dodana przy okazji korekty: Od momentu ukoñczenia manuskryptu uka-
za³y siê drukiem dwa wa¿ne opracowania przegl¹dowe poœwiêcone w³asnoœciom
katalitycznym omawianych uk³adów bimetalicznych (R. Ferrando, J. Jellinek, R.L.
Johnston, Chem. Rev., 2008, 108, 845 oraz I. Witoñska, M. Frajtak, N. Krawczyk,
A. Królak, S. Karski, Przem. Chem., 2008, 87, 55).
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ABSTRACT

In relation to a very limited scale of tolerance of organisms to different geometrical iso-
mers it has been imperative to invent a method which would enable a precise and fast evalu-
ation of a spatial structure of optically active compounds. Using a spectroscopic method
of nuclear magnetic resonance (NMR) proved to be an excellent solution. In order to define
an absolute configuration by means of NMR, the enantiomeric mixture must be transformed
into diastereoisomeric one by adding chiral auxiliary substituents.

We distinguish three types of chiral auxiliary reagents: CDAs (chiral derivatizing agents),
CSAs (chiral solvating agents), CLSRs (chiral lanthanide shift reagents). Chiral derivatizing
agents are the most frequently used in analyses. The condensation reaction of an auxiliary
compound with enantiomer may be single or double derivatization.

In case of a double derivatization, 1H NMR spectra of two diastereoisomers obtained as
a result of condensation of (R)- and (S)-CDAs with the substrates are compared. The changes
in the chemical shifts of the substituents L1 (the most bulky substituent) and L2 (the least bulky
substituent) asymmetric carbon of the substrate in the two derivatives (R)- and (S)-CDAs
is defined as Δδ RS. The Δδ RS value is the difference between the chemical shift in the
(R)-CDAs derivative (δ (R)) and (S)-CDAs derivative (δ (S)) for the substituents L1 (Δδ RSL1)
and L2 (Δδ RSL2) (Figure 2).

In case of a single derivatization, the tested enantiomer is combined with only one enan-
tiomer ((R)- or (S)-CDA). In the single derivatization Δδ AR (Δδ AR = δ (A)-δ (R)) is the diffe-
rence in the chemical shifts of the substituents L1 and L2 of a derivative and a free substrate
(Figure 3) [1].

Among these auxiliary reagents are MPA (methoxyphenylacetic acid), MTPA (methoxy-
trifluoromethylphenylacetic acid), 9-AMA (9-anthrylmethoxyacetic acid), BPG (boc-phenyl-
glycine), 9-AHA (ethyl 2-(9-anthryl)-2-hydroxyacetate), PGME (phenylglycine methyl ester),
and PGDA (phenylglycine dimethyl amide). These reagents are currently being used to deter-
mine the absolute configuration of primary alcohols (Figure 4), secondary alcohols (Figure 5),
tertiary alcohols, diols [2–5], triols [6], primary amines (Figure 6, 7), secondary amines (Figure
8), and carboxylic acids (Figure 9).

Other methods of determining absolute configuration such as HPLC-NMR or „mix and
shake” method are currently investigated – HPLC-NMR method allows determining the abso-
lute configuration of enantiomeric mixture as well as a pure enantiomer, the use of semiprepa-
rative column allows to precisely distinguish the obtained derivatives, which undergo the spec-
troscopic analysis (Figure 11) [1].

The „mix and shake” method allows determining the absolute configuration in a few
minutes and without any additional separation methods. The derivative/s is/are prepared by
simply mixing a solid matrix-bond auxiliary reagent with a chiral substrate and NMR spectra
of the resulting derivatives are obtained without any further manipulation (Figure 12) [7].

Keywords: absolute configuration, nuclear magnetic resonance, auxiliary reagent, single and
double derivatization.

S³owa kluczowe: konfiguracja absolutna, magnetyczny rezonans j¹drowy, czynnik pomocni-
czy, pojedyncza i podwójna derywatyzacja
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WSTÊP

Aktywnoœæ oraz toksycznoœæ enancjomerów chiralnych leków przejawia siê
w odmiennym sposobie reagowania z innymi zwi¹zkami posiadaj¹cymi centrum
asymetrii. Znanym, bardzo dramatycznym, przyk³adem by³o stosowanie w latach 60.
racemicznego Thalidomidu (Conterganu), podawanego kobietom ciê¿arnym, którego
stereoizomer R by³ œrodkiem uspokajaj¹cym, natomiast enancjomer S wywo³ywa³
deformacje p³odu (dzia³anie teratogenne).

Leki otrzymywane syntetycznie stanowi¹ najczêœciej mieszaninê enancjome-
rów. Synteza asymetryczna, prowadz¹ca do jednego enancjomeru jest obecnie coraz
czêœciej stosowana. Projektowanie syntezy leków chiralnych wymaga okreœlenia
konfiguracji enancjomeru wykazuj¹cego w³aœciwoœci terapeutyczne. Kontrola takich
syntez oraz badania biologiczne enancjomerów wymagaj¹ oznaczeñ chiralnoœci
zwi¹zków. Stosowanie polarymetrii tylko w niewielkim stopniu nadaje siê do takiej
kontroli, szczególnie przy prowadzeniu syntez w skali milimolowej.

Istniej¹ dwie bezpoœrednie metody oznaczania konfiguracji absolutnej:
• metoda dyfrakcji promieni rentgenowskich,
• analiza w³aœciwoœci chiralooptycznych (dyspersja skrêcalnoœci optycznej

i dichroizm ko³owy) [1].
Ograniczenia chiralno-optycznych metod narzuci³y koniecznoœæ znalezienia

innego sposobu analizy zwi¹zków chiralnych. Doskona³ym rozwi¹zaniem okaza³o
siê zastosowanie techniki magnetycznego rezonansu j¹drowego (NMR), jako poœred-
niej metody w wyznaczaniu konfiguracji absolutnej.

1. OKREŒLANIE KONFIGURACJI ABSOLUTNEJ
CHIRALNYCH ZWI¥ZKÓW ORGANICZNYCH ZA POMOC¥ NMR

W celu okreœlenia konfiguracji absolutnej za pomoc¹ NMR, nale¿y przekszta³-
ciæ mieszaninê enancjomeryczn¹ w diastereoizomeryczn¹, poprzez dodanie chiral-
nych pomocników (Rys. 1) [1, 8].

Wyró¿niamy trzy rodzaje tego typu zwi¹zków:
• CDAs (ang. chiral derivatizing agents) – chiralne czynniki derywatyzuj¹ce,
• CSAs (ang. chiral solvating agents) – chiralne czynniki solwatuj¹ce,
• CLSRs (ang. chiral lanthanide shift reagents) – chiralne zmieniaj¹ce prze-

suniêcie chemiczne zwi¹zki lantanowe [8].
Chiralne pomocniki powinny zawieraæ w swej strukturze:
• polarn¹ lub ciê¿k¹ grupê R1, która wymusza okreœlon¹ konformacjê,
• grupê funkcyjn¹ Z (np. grupê karboksylow¹), która zapewnia kowalencyjne

lub koordynacyjne zwi¹zanie pomocnika z substratem,
• specyficzn¹ grupê Y (np. grupê fenylow¹ czy grupê karbonylow¹), która

zapewnia powstanie efektu anizotropowego w badanej mieszaninie, poprzez
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selektywny wp³yw na podstawniki L1 (grupa wiêksza objêtoœciowo) i L2
(grupa mniejsza objêtoœciowo) substratu [1].

Rysunek 1. Budowa chiralnego czynnika pomocniczego
na przyk³adzie kwasu α-fenylometoksyoctowego (MPA)

Figure 1. Structure of the chiral auxiliary reagent of methoxyphenylacetic acid (MPA)

W celu okreœlenia konfiguracji absolutnej, najczêœciej wykorzystuje siê chiralne
czynniki derywatyzuj¹ce (CDAs), poniewa¿ w odró¿nieniu od dwóch pozosta³ych
klas, nie tworz¹ wi¹zania koordynacyjnego ze zwi¹zkami organicznymi, ale bar-
dziej trwa³e wi¹zanie kowalencyjne [1, 2].

Istniej¹ dwie drogi analizy konfiguracji za pomoc¹ CDAs [1]:
• podwójna derywatyzacja (Rys. 2) – substrat A o nieznanej konfiguracji abso-

lutnej zostaje sprzê¿ony z czynnikiem derywatyzuj¹cym (R)-CDAs oraz
osobno z (S)-CDAs i, w efekcie, uzyskuje siê dwa diastereoizomery A-(R)-
-CDAs i A-(S)-CDAs. Analiza 1H NMR uzyskanych diastereoizomerycz-
nych pochodnych umo¿liwia wyznaczenie ró¿nicy wartoœci przesuniêæ che-
micznych podstawników L1 i L2 przy asymetrycznym atomie wêgla substratu
w kondensacie R i S – Δδ RS (Δδ RS = δR – δS), odpowiednio dla podstaw-
nika L1 – Δδ RS(L1) i L2 - Δδ RS(L2). Wyznaczone wartoœci Δδ  pochodnych oraz
ich znak (dodatni lub ujemny) zawieraj¹ informacjê o konfiguracji absolutnej.

Rysunek 2. Podwójna derywatyzacja
Figure 2. Double derivatization
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• pojedyncza derywatyzacja (Rys. 3) – substrat ulega kondensacji z jednym
spoœród dwóch czynników pomocniczych ((R)-CDAs lub (S)-CDAs).
W pojedynczej derywatyzacji wyznacza siê ró¿nicê wartoœci przesuniêæ che-
micznych podstawników L1 i L2 otrzymanej pochodnej i wolnego substratu
(A) – Δδ AR lub Δδ AS (Δδ AR = δ A – δ R lub Δδ AS = δ A – δ S), odpowiednio
dla podstawnika L1 wyznacza siê Δδ AR(L1), dla L2 Δδ AR(L2) lub Δδ AS(L1),
Δδ AS(L2).

Rysunek 3. Pojedyncza derywatyzacja
Figure 3. Single derivatization

Okreœlenie konfiguracji absolutnej zwi¹zków organicznych za pomoc¹ NMR
jest tylko wtedy wiarygodne, jeœli zostan¹ spe³nione trzy podstawowe kryteria:

• wartoœci Δδ musz¹ byæ na tyle du¿e, by przekroczyæ poziom b³êdów pojawia-
j¹cych siê podczas doœwiadczenia,

• przydzielenie znaku Δδ (dodatniego lub ujemnego) musi byæ zawsze jedno-
znaczne dla danego podstawnika,

• je¿eli Δδ przyjmuje wartoœæ ujemn¹ dla jednego podstawnika (np. L1) zwi¹zku,
którego konfiguracjê okreœlamy, to wówczas dla drugiego podstawnika (L2)
musi przyj¹æ wartoœæ dodatni¹ [9].

1.1. PODWÓJNA DERYWATYZACJA

Podczas wyznaczania konfiguracji absolutnej zwi¹zków chiralnych poœredni¹
metod¹ NMR najczêœciej stosuje siê podwójn¹ derywatyzacjê.

Metoda podwójnej derywatyzacji obarczona jest mniejszym b³êdem, poniewa¿
podczas analizy konfiguracyjnej uzyskuje siê dwa kondensaty powsta³e w wyniku
po³¹czenia substratu z enancjomerami czynnika pomocniczego.

Poni¿ej przedstawiono konkretne przyk³ady wyznaczania konfiguracji absolut-
nej za pomoc¹ NMR jednofunkcyjnych zwi¹zków organicznych (alkoholi, amin,
kwasów karboksylowych).
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A. Alkohole

W celu okreœlenia konfiguracji absolutnej pierwszorzêdowych alkoholi z cen-
trum stereogenicznym na atomie wêgla w pozycji β, stosuje siê g³ównie kwas
9-antrylometoksyoctowy (9-AMA). W standardowej procedurze uzyskane pochodne
(R)-9-AMA i (S)-9-AMA poddawane s¹ analizie 1H NMR. Wyznaczenie ró¿nic
wartoœci przesuniêæ chemicznych, a tym samym okreœlenie usytuowania w prze-
strzeni podstawników L1 i L2 wokó³ asymetrycznego atomu wêgla zwi¹zku, dla któ-
rego okreœla siê konfiguracjê absolutn¹, zale¿ne jest od bezpoœredniego s¹siedztwa
pierœcienia antracenu [1, 10, 11].

Obecnoœæ pierœcienia antracenowego w 9-AMA wymusza okreœlon¹ konfor-
macjê uzyskanych estrów – konformacjê syn-periplanarn¹ (sp). Dodatkowo obrót
wokó³ wi¹zañ ω1 (O-C1’) i ω2 (C1’-C2’) generuje trzy g³ówne konformery (syn-
periplanarna-gauche(+)/anti (sp-g(+)/a), syn-periplanarna-anti/anti (sp-a/a), syn-peri-
planarna-gauche(–)/anti (sp-g(–)/a)), spoœród których konformacja sp-a/a jest prefe-
rowana.

Okreœlenie konfiguracji absolutnej, np. 2-metylobutanolu, sprowadza siê do
wyznaczenia Δδ RS dla podstawników L1 i L2 pochodnych z (R)- i (S)-9-AMA (Rys. 4).

Rysunek 4. Okreœlanie konfiguracji absolutnej metod¹ podwójnej derywatyzacji alkoholu I-rzêdowego
na przyk³adzie 2-(S)-metylobutanolu

Figure 4. The assignment of an absolute configuration of 2-(S)-methylbutanol by double derivatization
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Jeœli wyjœciowy alkohol ma konfiguracjê S, w kondensacie z (R)-9-AMA ekrano-
wany jest podstawnik L2 (grupa metylowa), podczas gdy w estrze z (S)-9-AMA
podstawnik wiêkszy objêtoœciowo L1 (grupa etylowa) znajduje siê w bliskim s¹siedz-
twie pierœcienia antracenowego. W wyniku porównania widm 1H NMR dwóch uzys-
kanych pochodnych, wyznacza siê Δδ RS, w tym przypadku Δδ RSL1 > 0 (+0,03/+0,21;
+0,08), a Δδ RSL2 < 0 (–0,01) [1].

Dla pierwszorzêdowych alkoholi, gdy jedna z grup, np. L2, ma charakter polarny
(-OH, -OR, -Cl, -NHC(O)R, -NHC(O)OR, -C(O)OR, -CH2Br), w celu wyznaczenia
konfiguracji absolutnej wystarczy okreœliæ wartoœæ i znak Δδ RS dla Cβ-H i podstaw-
nika niepolarnego, poniewa¿ w okreœlonej konformacji pochodnej zarówno pod-
stawnik o charakterze polarnym, jak równie¿ proton w pozycji β wzglêdem grupy
-OH bêdzie znajdowa³ siê w takim samym po³o¿eniu, w stosunku do pierœcienia
antracenu (identyczny efekt anizotropowy) [12].

Do okreœlenia konfiguracji pierwszorzêdowych alkoholi nie stosuje siê MTPA
(kwas metoksytrifluorometylofenylooctowy) i MPA, poniewa¿, czêsto, obserwuje
siê niewielkie wartoœci i nierównomierny rozk³ad znaków Δδ RS.

W odró¿nieniu od alkoholi I-rzêdowych, wyznaczenie konfiguracji absolutnej
II-rzêdowych alkoholi z chiralnym atomem wêgla w pozycji α, jest mo¿liwe poprzez
zastosowanie szerszej gamy zwi¹zków pomocniczych, z których najczêœciej u¿ywa
siê enancjomery 9-AMA, MTPA i MPA.

Chc¹c okreœliæ konfiguracjê, np. 2-pentanolu, w pierwszej kolejnoœci przeprowa-
dzamy alkohol w dwa diastereoizomery, np. z (R)-MPA i (S)-MPA (Rys. 5). W kwa-
sie α-fenylometoksyoctowym atom tlenu grupy metoksylowej, atom wêgla grupy
karbonylowej i proton C(1’)H znajduj¹ siê w jednej p³aszczyŸnie. W estrze ze zwi¹z-
kiem pomocniczym o konfiguracji R, grupa fenylowa 2-(R)-pentanolu oddzia³uje
z podstawnikiem wiêkszym objêtoœciowo L1 (-CH2-CH2-CH3), powoduj¹c ekranowa-
nie protonów tej grupy. Jeœli zastosujemy (S)-MPA, w otrzymanej pochodnej grupa
fenylowa znajduje siê bli¿ej podstawnika metylowego (L2), sygna³ odpowiadaj¹cy
protonowi grupy L2 zostaje przesuniêty w kierunku wy¿szego pola [1].

Wartoœci uzyskanych ró¿nic przesuniêæ chemicznych, dla alkoholu o konfigu-
racji R, przedstawiaj¹ siê nastêpuj¹co: Δδ RSL1 < 0 (–0,09; –0,14; –0,23) i Δδ RSL2 > 0
(+0,13). Dla alkoholu o konfiguracji przeciwnej: Δδ RSL1 > 0 i Δδ RSL2 < 0.

Uzyskane wartoœci Δδ RS dla pochodnej z MPA s¹ wysokie, poniewa¿ spoœród
dwóch konformerów (sp i ap) tylko jedna z konformacji jest preferowana (sp).
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Rysunek 5. Okreœlanie konfiguracji absolutnej metod¹ podwójnej derywatyzacji alkoholu II-rzêdowego
na przyk³adzie 2-(R)-pentanolu

Figure 5. The assignment of an absolute configuration of 2-(R)-pentanol by double derivatization

Estry MTPA wystêpuj¹ w trzech ró¿nych konformacjach, bez wyraŸnej prefe-
rencji i czêsto z tego powodu wartoœci ró¿nic przesuniêæ chemicznych s¹ ma³e, na
granicy b³êdu.

Zdecydowanie najlepszym czynnikiem derywatyzuj¹cym jest kwas 9-antrylome-
toksyoctowy. Podobnie jak w przypadku wyznaczania konfiguracji alkoholi pierwszo-
rzêdowych, decyduj¹ce znaczenie ma pierœcieñ antracenu, który wymuszaj¹c okreœ-
lon¹ konformacjê wp³ywa na zwiêkszenie wartoœci Δδ RS [1].

Pozosta³e reagenty, stosowane jako zwi¹zki CDAs podczas wyznaczania konfi-
guracji alkoholi, zosta³y przedstawione w Tabeli 1.
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Tabela 1. Inne czynniki derywatyzuj¹ce stosowane podczas wyznaczania konfiguracji absolutnej
chiralnych alkoholi metod¹ NMR [13–19]

Tabele 1. Other derivatizing reagents for the assignment of an absolute configuration
of chiral alcohols by NMR [13–19]
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Tabela 1. Ci¹g dalszy
Table 1. Continuation

B. Aminy

Kwas MTPA znalaz³ zastosowanie do okreœlania konfiguracji absolutnej pierw-
szorzêdowych amin z centrum asymetrii w po³o¿eniu α, w stosunku do grupy NH2.
Kondensacja enancjomerów MTPA i aminy o nieznanej konfiguracji prowadzi do
uzyskania dwóch diastereoizomerycznych pochodnych. W celu oznaczenia konfi-
guracji absolutnej, analizuje siê wartoœci Δδ RS pochodnych. Otrzymane wartoœci
Δδ RS zawieraj¹ precyzyjn¹ informacjê o konfiguracji absolutnej badanej aminy, jeœli
otrzymane kondensaty maj¹ œciœle okreœlon¹ konformacjê. W badaniach nad kon-
formacj¹ amidów wa¿ne s¹ wi¹zania: CO-NH, Cα-CO oraz Cα-Ph. Czêœciowy cha-
rakter podwójny wi¹zania amidowego prowadzi do powstania dwóch izomerów – Z
i E. Konfiguracja Z jest preferowana. Obrót wokó³ wi¹zania Cα-CO daje dwa konfor-
mery: sp oraz ap (grupa -CF3 w po³o¿eniu syn- lub anti-periplanarnym, w stosunku
do wi¹zania -CO). Rezultatem rotacji wokó³ wi¹zania Cα-Ph jest mo¿liwoœæ uzyska-
nia jednej spoœród trzech mo¿liwych orientacji grupy fenylowej, le¿¹cej w jednej
p³aszczyŸnie z wi¹zaniem Cα-OMe, Cα-CO lub Cα-CF3. Otrzymany amid wystê-
puje preferencyjnie w jednym spoœród szeœciu izomerów – w konformerze syn-pe-
riplanarnym, w którym grupa fenylowa le¿y w jednej p³aszczyŸnie z wi¹zaniem
Cα-OMe [1,20].

W amidzie (R)-MTPA, powsta³ym w wyniku derywatyzacji z odpowiedni¹ amin¹
pierwszorzêdow¹ o konfiguracji S, np. z estrem metylowym leucyny (Rys. 6), pod-
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stawnik L1 (-CH2CH(CH3)CH3) jest ekranowany przez grupê fenylow¹, natomiast
w pochodnej z (S)-MTPA ma miejsce sytuacja odwrotna – podstawnik L2 (-CO-
OCH3) jest os³oniêty przez grupê fenylow¹ i dlatego sygna³y protonów grupy L1 s¹
przesuniête w kierunku wy¿szego pola [1]. Ró¿nice wartoœci przesuniêæ chemicz-
nych dla pochodnej L-leucyny wynosz¹: Δδ RSL1 < 0 (–0,15; –0,03; –0,071; –0,111),
Δδ RSL2 > 0 (+0,021).

Rysunek 6. Okreœlanie konfiguracji absolutnej metod¹ podwójnej derywatyzacji aminy I-rzêdowej,
na przyk³adzie estru metylowego L-leucyny z MTPA

Figure 6. The assignment of an absolute configuration of L-leucine methyl ester with MTPA
by double derivatization

Do wyznaczenia konfiguracji α-chiralnych amin znalaz³ równie¿ zastosowanie
kwas MPA. Podobnie jak podczas analiz z wykorzystaniem kwasu MTPA, przepro-
wadza siê reakcjê podwójnej derywatyzacji, prowadz¹c¹ do uzyskania diastereoizo-
merów z (R)-MPA i (S)-MPA. W uzyskanej pochodnej bardziej preferowana jest
konformacja ap-Z (grupa -OCH3 w po³o¿eniu ap, w stosunku do grupy karbonylo-
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wej), w której grupa fenylowa wykazuje wspó³p³aszczyznowoœæ z wi¹zaniem Cα-H.
W amidzie (R)-MPA z estrem metylowym L-leucyny (Rys. 7) podstawnik L2 jest
ekranowany, podczas gdy w diastereoizomerze z (S)-MPA podstawnik L1 znajduje
siê w bliskim s¹siedztwie pierœcienia fenylowego (odwrotnie ni¿ z MTPA). Wartoœci
wyznaczonych ró¿nic przesuniêæ chemicznych, w tym konkretnym przypadku, przed-
stawiaj¹ siê nastêpuj¹co: Δδ RSL1 > 0 (+0,07; +0,07; +0,083; +0,128), Δδ RS L2 <0
(–0,061) [1].

Rysunek 7. Okreœlanie konfiguracji absolutnej metod¹ podwójnej derywatyzacji aminy I-rzêdowej,
na przyk³adzie estru metylowego L-leucyny z MPA

Figure 7. The assignment of an absolute configuration of L-leucine methyl ester with MPA
by double derivatization

Inne reagenty pomocnicze, stosowane w oznaczaniu konfiguracji amin pierwszo-
rzêdowych, zosta³y zebrane w Tabeli 2.
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Tabela 2. Inne chiralne czynniki derywatyzuj¹ce stosowane
podczas wyznaczania konfiguracji absolutnej chiralnych amin metod¹ NMR [1, 20–23]

Tabele 2. Other chiral derivatizing reagents for the assignment of an absolute configuration
of chiral amines by NMR [1, 20–23]

Konfiguracja absolutna drugorzêdowych amin z centrum stereogenicznym
w pozycji α lub β, w stosunku do podstawionej grupy aminowej, jest wyznaczana
najczêœciej przy u¿yciu MTPA [9].

Zamro¿enie konformacji poprzez usztywnienie wi¹zañ w otrzymanym diastereo-
izomerze (efekt steryczny) prowadzi do przesuniêcia równowagi konformacyjnej
w kierunku jednego z rotametrów. Diastereoizomery, np. (R)-2-metylopiperydyny,
wystêpuj¹ preferencyjnie w konformacji sp (Rys. 8). Aksjalna grupa metylowa (C-2)
w pochodnej 2-metylopiperydyny z (S)-MTPA jest bardziej ekranowana ni¿ z (R)-
MTPA, podczas gdy sygna³y protonów przy trzecim atomie wêgla przesuniête s¹
w kierunku wy¿szego pola w diastereoizomerze z (R)-MTPA.

W rezultacie, wartoœæ Δδ RS dla drugorzêdowej aminy o konfiguracji R jest ujemna
dla grupy C-2-CH3 i dodatnia dla protonu przy C-3 [1].
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Rysunek 8. Diastereoizomer MTPA z (R)-2-metylopiperydyn¹
Figure 8. Diastereoisomer MTPA with (R)-2-methylpiperidine

C. Kwasy karboksylowe

Kwasy karboksylowe, dla których okreœlano konfiguracjê absolutn¹, to g³ów-
nie zwi¹zki z centrum stereogenicznym w pozycji α.

Podczas analizy konfiguracyjnej kwasów karboksylowych istotny wp³yw na
konformacjê otrzymanej pochodnej ma wi¹zanie ω1 (Cα-CO), wokó³ którego rota-
cja generuje dwa g³ówne konformery ap i sp. Równowaga konformacyjna przesu-
niêta jest wyraŸnie w kierunku jednego z rotametrów wówczas, gdy uzyskana po-
chodna jest estrem. W przypadku gdy diastereoizomer jest amidem, nie ma jedno-
znacznie okreœlonej preferencji.

Jednym z najczêœciej stosowanych czynników derywatyzuj¹cych w badaniach
nad okreœleniem konfiguracji kwasów karboksylowych jest 2-hydroksy-2-(9-antry-
lo)octan etylu (9-AHA) [24].

α-Chiralne kwasy, np. kwas (S)-2-metylobutanowy, daj¹ w po³¹czeniu z 9-AHA
stabilny estrowy konformer – ap (Rys. 9). W pochodnej kwasu o konfiguracji S
z (R)-9-AHA podstawnik L1 (-CH2CH3) jest os³oniêty. W przypadku estru powsta-
³ego z (S)-9-AHA, ekranowany przez pierœcieñ antracenu jest podstawnik L2 (-CH3).
Wartoœci ró¿nic przesuniêæ chemicznych dla podstawnika wiêkszego objêtoœciowo
s¹ ujemne (–0,16; –0,10; –0,09), natomiast dla grupy metylowej Δδ RS jest dodatnie
(+0,10) [1].

Kondensacja chiralnych kwasów karboksylowych z amidem dimetylofenylogli-
cyny (PDGA) i estrem metylowym fenyloglicyny (PGME) jako czynników pomocni-
czych, daje diastereoizomeryczne amidy. Dla S izomeru kwasu 2-metylobutanowego,
podobnie jak w pochodnej z 9-AHA, podstawnik L2 jest w wiêkszym stopniu ekrano-
wany w amidzie (S)-PDGA (lub (S)-PGME), ni¿ w amidzie z (R)-PDGA ((R)-
PGMA), dlatego wartoœci Δδ RSL2 > 0, a Δδ RSL1 < 0 [1].
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Rysunek 9. Okreœlanie konfiguracji absolutnej metod¹ podwójnej derywatyzacji α-chiralnego kwasu
karboksylowego, na przyk³adzie kwasu 2-(S)-metylobutanowego

Figure 9. The assignment of an absolute configuration of 2-(S)-methylbutane acid by double derivatization

Inne chiralne zwi¹zki derywatyzuj¹ce, wykorzystywane w celu okreœlenia konfi-
guracji absolutnej kwasów karboksylowych, zosta³y przedstawione w Tabeli 3.
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Tabela 3. Inne czynniki derywatyzuj¹ce stosowane podczas wyznaczania konfiguracji absolutnej
α-chiralnych kwasów karboksylowych metod¹ NMR [1, 24–27]

Tabele 3. Other derivatizing reagents for the assignment of an absolute configuration
of α-chiral carboxilic acids by NMR [1, 24–27]

1.2 POJEDYNCZA DERYWATYZACJA

Dotychczas opisywane metody, zmierzaj¹ce do wyznaczenia konfiguracji abso-
lutnej za pomoc¹ NMR, wymaga³y zastosowania dwóch chiralnych czynników, pod-
czas gdy zastosowanie pojedynczej derywatyzacji wymaga u¿ycia tylko jednego
chiralnego czynnika [1].

Metoda pojedynczej derywatyzacji w badaniach stereochemicznych ma ogra-
niczony zakres, stosuje siê j¹ g³ównie do wyznaczania konfiguracji absolutnej alko-
holi drugorzêdowych, z udzia³em 9-AMA jako czynnika derywatyzuj¹cego. Du¿y
objêtoœciowo podstawnik antracenu w chiralnym zwi¹zku pomocniczym umo¿liwia
wystêpowanie otrzymanego diastereoizomeru w œciœle okreœlonej konformacji [10].

W przypadku gdy wyjœciowy alkohol drugorzêdowy posiada konfiguracjê R,
np. (R)-sec-butanol (Rys. 10), w estrze powsta³ym w wyniku syntezy z (R)-9-AMA
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protony grupy L1 (-CH2CH3) s¹ ekranowane przez pierœcieñ antracenu. Sygna³y proto-
nów podstawnika L1 zostaj¹ przesuniête w kierunku wy¿szego pola, natomiast pro-
tony grupy L2 (-CH3) zostaj¹ przesuniête w kierunku pola o ni¿szym natê¿eniu. Dla-
tego wartoœæ ΔδAR L1 jest du¿o wiêksza od ΔδAR L2 (ΔδAR L1 = 0,59; 0,78, Δδ ARL2 =
0,03). Sytuacjê przeciwn¹ mo¿na zaobserwowaæ, gdy alkohol skondensuje siê z (S)-
9-AMA; wówczas ΔδASL1 << ΔδASL2 (ΔδARL1 = 0,04; 0,12, ΔδARL2 = 0,50) [1].

Rysunek 10. Okreœlanie konfiguracji absolutnej metod¹ pojedynczej derywatyzacji
na przyk³adzie (R)-sec-butanolu

Figure 10. The assignment of an absolute configuration of (R)-sec-butanol by single derivatization

MPA w procesie pojedynczej derywatyzacji stosuje siê rzadziej, poniewa¿ uzys-
kane pochodne z MPA nie wykazuj¹ wyraŸnej preferencji konformacyjnej [1, 9].
W celu uzyskania znacznej przewagi w kierunku jednego z rotamerów, mo¿na obni-
¿yæ temperaturê próbki (metoda stosowana podczas badania konfiguracji alkoholi
II-rzêdowych) lub selektwnie chelatowaæ jeden z konformerów (metoda stosowana
podczas badania konfiguracji alkoholi i amin I-rzêdowych).

Obni¿enie temperatury próbki przesuwa równowagê w kierunku konformeru
sp. Badania spektroskopowe pojedynczego diastereoizomeru MPA przeprowadza
siê w dwóch ró¿nych temperaturach. Okreœlenie konfiguracji sprowadza siê do
wyznaczenia Δδ T1T2, które definiuje siê jako ró¿nicê przesuniêæ chemicznych uzys-
kanych w temperaturze T1 i T2 (T1 > T2) (Δδ T1T2 = przesuniêcie chemiczne uzyskane
w wy¿szej temperaturze T1 minus przesuniêcie chemiczne wyznaczone w tempera-
turze ni¿szej T2) [1].

Drugim sposobem umo¿liwiaj¹cym kontrolê równowagi konformacyjnej w roz-
tworze jest dodanie do uzyskanej pochodnej soli baru (II).

Dwuwartoœciowy jon baru pe³ni rolê czynnika chelatuj¹cego, stabilizuje jeden
z konformerów estru MPA (preferowany konformer sp) poprzez koordynacyjne wi¹-
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zanie z atomami tlenu (grupa karboksylowa i metoksylowa). W trakcie badania otrzy-
muje siê dwa widma NMR: widmo czystej pochodnej oraz widmo pochodnej skom-
pleksowanej z jonem baru. W celu okreœlenia konfiguracji, wyznacza siê ró¿nicê
pomiêdzy wartoœci¹ przesuniêcia chemicznego danej grupy wolnej pochodnej, a war-
toœci¹ przesuniêcia chemicznego poderywatyzacyjnego zwi¹zku, po³¹czonego z dwu-
wartoœciowym jonem baru Δδ Ba (δ (MPA-ester) – δ (MPA-ester + Ba2+)). Okreœle-
nie konfiguracji absolutnej nie jest mo¿liwe, jeœli podstawnik L1 i (lub) L2 wyjœcio-
wego zwi¹zku wchodzi w interakcjê z jonami baru [28, 29].

2. CHIRALNE CZYNNIKI POMOCNICZE CLSRs I CSAs

Chiralne czynniki pomocnicze CLSRs i CSAs tworz¹ z analitem wi¹zania koor-
dynacyjne, dodanie ich do zwi¹zku organicznego powoduje, analogicznie jak w pro-
cesie derywatyzacji, przesuniêcie sygna³ów protonów grup donorowych w kierunku
wy¿szego lub ni¿szego pola. Chiralne czynniki CLSRs to zwi¹zki metaloorganiczne
zawieraj¹ce szeœciokoordynacyjny lantanowiec [8].

W Tabeli 4 zosta³y przedstawione najwa¿niejsze, przyk³adowe zwi¹zki typu
CLSRs stosowane w metodzie NMR.

Tabela 4. Przyk³ady chiralnych czynników lantanowych [8]
Tabele 4. Chiral lanthanide shift reagents [8]
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Tabela 4. Ci¹g dalszy
Table 4. Continuation

Chiralne czynniki lantanowe znalaz³y zastosowanie podczas badañ nad czystoœ-
ci¹ enancjomeryczn¹ chiralnych kwasów karboksylowych, amin, alkenów i arenów.
W przypadku niektórych analiz, obok CLSRs, do roztworu dodaje siê tak¿e achiralne
czynniki kompleksuj¹ce, np. sole srebra.

Chiralne czynniki solwatuj¹ce tworz¹ z enancjomerami koordynacyjne diaste-
reoizomery. Istotne znaczenie w okreœlaniu konfiguracji absolutnej i czystoœci enan-
cjomerycznej, podobnie jak w przypadku CLSRs, ma trwa³oœæ utworzonego kom-
pleksu. Wartoœci Δδ diastereoizomerów z CSAs, w porównaniu z trwa³ymi kowa-
lencyjnymi kondensatami, s¹ niewielkie, dlatego w celu zwiêkszenia tych wartoœci,
stosuje siê aparaty NMR o wysokiej rozdzielczoœci. Dodatkowo, zastosowanie niepo-
larnych rozpuszczalników (CDCl3, CCl4, C6H6) wp³ywa na zwiêkszenie efektu anizo-
tropowego (efekt silnego ekranowania protonów), a tym samym wartoœci Δδ. W roz-
puszczalnikach polarnych solwatacja powoduje, ¿e ró¿nice w wartoœciach przesu-
niêæ chemicznych s¹ na granicy b³êdu [8,30].

Niektóre zwi¹zki CSAs, wykorzystywane w badaniach nad konfiguracj¹ zwi¹z-
ków chiralnych i ich czystoœci¹ enancjomeryczn¹, zosta³y przedstawione w Tabeli 5.
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Tabela 5. Przyk³ady czynników solwatuj¹cych [1, 8]
Tabele 5. Chiral solvating agents [1, 8]

3. NOWE KIERUNKI W OKREŒLENIU KONFIGURACJI ABSOLUTNEJ

Podczas okreœlania konfiguracji chiralnych atomów wêgla czêsto wykorzystu-
je siê sprzê¿one metody analityczne, np. HPLC-NMR (Rys. 11). Zastosowanie HPLC
umo¿liwia rozdzielenie enancjomerów. Je¿eli aparatura pozwala na bezpoœrednie
oznaczenie widma NMR otrzymanych pików (np. A i B), mo¿na liczyæ na nowe,
szybkie metody znalezienia konfiguracji chiralnego atomu wêgla.

Metoda ta umo¿liwia wyznaczenie konfiguracji absolutnej:
a) mieszaniny enancjomerów (racemat), przez dodanie czynnika derywatyzu-

j¹cego R lub S (np. (S) lub (R)-9-AMA), a nastêpnie rozdzia³ uzyskanych
pochodnych (przy u¿yciu HPLC) i analizê spektroskopow¹ uzyskanych pików,

b) pojedynczych enancjomerów, przez uzyskanie diastereoizomerycznych pochod-
nych z chiralnymi czynnikami pomocniczymi zmieszanymi w stosunku molo-
wym 3:1, rozdzia³ na semipreparatywnej kolumnie i analizê 1H NMR.

Najczêœciej w metodzie HPLC-NMR stosuje siê 9-AMA [1, 31].
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Rysunek 11. Okreœlanie konfiguracji absolutnej metod¹ HPLC-NMR
Figure 11. The assignment of an absolute configuration by HPLC-NMR

Inn¹ metod¹, umo¿liwiaj¹c¹ szybkie i precyzyjne okreœlenie konfiguracji abso-
lutnej jest metoda „mix and shake” (Rys. 12). W ci¹gu kilku minut mo¿na uzyskaæ
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informacjê o w³aœciwoœciach stereogenicznych atomu wêgla, nie wykonuj¹c przy
tym ¿adnych dodatkowych metod separacyjnych [1, 7].

Rysunek 12. Okreœlanie konfiguracji absolutnej metod¹ „mix and shake”
Figure 12. The assignment of an absolute configuration by „mix and shake” method

Do niewielkiego uk³adu reakcyjnego, w którym znajduje siê przytwierdzony do
sta³ego pod³o¿a chiralny czynnik derywatyzuj¹cy, wprowadza siê substrat, dla któ-
rego okreœla siê konfiguracjê absolutn¹. Ca³oœæ miesza siê i wstrz¹sa. Uzyskuje siê
trwa³e po³¹czenie substrat – chiralny czynnik pomocniczy. Nastêpnie otrzymany
kondensat zostaje uwolniony ze sta³ego pod³o¿a do roztworu. Otrzymana pochodna
jest analizowana za pomoc¹ techniki NMR i, na podstawie wyznaczonych wartoœci
Δδ RS, uzyskuje siê informacjê o konfiguracji absolutnej.

Metod¹ „mix and shake” okreœla siê konfiguracjê absolutn¹ czystych optycznie
enancjomerów poprzez zastosowanie:

• pojedynczych chiralnych czynników derywatyzuj¹cych o okreœlonej konfigu-
racji (R lub S),

• mieszaniny dwóch optycznie czynnych izomerów chiralnych czynników
derywatyzuj¹cych, zmieszanych w stosunku 1:2.
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Analiza konfiguracyjna chiralnego atomu wêgla w aminach pierwszorzêdowych
trwa oko³o 5 minut, natomiast do wyznaczenia konfiguracji alkoholi drugorzêdo-
wych potrzeba kilka godzin. Niezaprzeczalnym atutem tej metody jest u¿ycie nie-
wielkiej iloœci substratu do analizy (< 0,5 mg substratu).
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ABSTRACT

Communal management facilities like composting plants or landfills are found
to be significant sources of air pollution in the environment. Air pollution is caused
by chemical compounds that are naturally generated during biological decomposi-
tion of organic waste. Most of these substances belong to the volatile organic com-
pounds (VOC). They can be classified into the groups: aliphatic and aromatic hydro-
carbons, alcohols, aldehydes, ketones, acids, esters, chlorinated hydrocarbons and
sulphur and nitrogen containing compounds. Their emissions to the atmosphere cause
serious environmental concerns like potential health hazards, global warming, ozone
layer damage and finally unpleasant odours that are the most important nuisance to
citizens living in the vicinity of communal management objects. In the recent years
the growing public concern about living conditions and the state of environment has
resulted in the development of new analytical approaches suitable for monitoring
and examining the volatile organic compounds in the air.

This article provides a review of the most frequently employed gas chromatogra-
phic methods used for determination of air pollutants emitted from communal mana-
gement facilities. Gas chromatographs equipped with various types of columns and
detectors (FID, PID) and coupled with mass spectrometers (GC/MS), olfactory detec-
tion port (GC/ODP) remain nowadays the most widely used and very suitable devi-
ces to investigate the presence and concentration of landfill odorants in the air [1–3].

In the article the above-mentioned methods are summarized and discussed.
The sampling technique in the analysis of gases is often the crucial point of the

whole procedure. The most popular techniques of sample preparation including dyna-
mic and passive enrichment on sorbents, followed by thermal desorption or extrac-
tion, solid-phase microextraction (SPME) or the modern approaches like use of the
flux chamber [4, 5] are also described.

Finally, the review covers the topic of miniaturization of gas-chromatographic
instruments. Micro gas chromatographs (µGC) and portable gas chromatographs
provide the possibility of on-site analysis without the risk of sample contamination
or destruction. They are easy to operate and work on-line, giving immediate results,
which permit to monitor the level of pollution in the real time and follow the time
evolution of landfill emissions [6].

In the Table 1 some examples of volatile organic compounds determination
recently carried out in different places of the world are presented.

Keywords: communal management facilities, gas chromatography, air sampling,
microchromatography, air pollution

S³owa kluczowe: obiekty gospodarki komunalnej, chromatografia gazowa, pobiera-
nie próbek powietrza, mikrochromatografia, zanieczyszczenia powietrza
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WSTÊP

Obiekty gospodarki komunalnej, takie jak sk³adowiska odpadów komunalnych,
oczyszczalnie œcieków, kompostownie, ze wzglêdu na rodzaj prowadzonej w nich
dzia³alnoœci, nale¿¹ do istotnych Ÿróde³ zanieczyszczeñ powietrza. Zanieczyszcze-
nia powstaj¹ podczas rozk³adu materii organicznej, obecnej w odpadach, œciekach
oraz w kompoœcie. Do gazowych produktów rozk³adu nale¿¹ przede wszystkim:
wêglowodory alifatyczne i aromatyczne oraz ich fluorowcopochodne, alkohole, alde-
hydy i ketony, kwasy organiczne, organiczne zwi¹zki azotu i siarki oraz zwi¹zki
nieorganiczne (np. amoniak).

Emisje tych zwi¹zków s¹ bardzo uci¹¿liwe dla œrodowiska – wiele z nich to
gazy cieplarniane lub przyczyniaj¹ce siê do niszczenia warstwy ozonowej. Maj¹
negatywny wp³yw na organizmy ¿ywe – czêœæ z nich jest toksyczna, a niektóre charak-
teryzuj¹ siê równie¿ nieprzyjemnym zapachem, co pogarsza jakoœæ powietrza w oto-
czeniu tego typu obiektów.

W praktyce badawczej do oznaczania w powietrzu zwi¹zków emitowanych ze
sk³adowisk odpadów i kompostowni najczêœciej wykorzystywane s¹ metody fizyko-
chemiczne [7], oparte na pomiarach w³aœciwoœci fizycznych i chemicznych zwi¹z-
ków, g³ównie chromatografia gazowa, rzadziej metody spektralne.

Do badañ zapachowych zanieczyszczeñ powietrza stosuje siê równie¿ metody
olfaktometryczne, które pozwalaj¹ na pomiar stê¿enia zapachowego mieszanin odo-
rantów (zwi¹zków odoroczynnych) oraz ocenê jakoœciowych cech wra¿enia: inten-
sywnoœci i rodzaju zapachu oraz jego jakoœci hedonicznej [1–3, 8–12]. Inn¹, mniej
rozpowszechnion¹ technik¹ jest tzw. nos elektroniczny – z³o¿ony z specjalnie przy-
gotowanych zestawów czujników, naœladuj¹cych dzia³anie ludzkiego nosa [13–15].

Poniewa¿ wiêkszoœæ substancji emitowanych z obiektów gospodarki komunal-
nej nale¿y do grupy lotnych zwi¹zków organicznych, ich pe³n¹ analizê jakoœciow¹
i iloœciow¹ w ró¿nych zakresach stê¿eñ mo¿na wykonaæ metod¹ chromatografii gazo-
wej. W po³¹czeniu z odpowiednimi technikami pobierania próbek i wzbogacania
analitów oraz warunkami analizy, chromatografia gazowa pozostaje obecnie najpo-
pularniejsz¹ metod¹ badañ lotnych zanieczyszczeñ powietrza.

W artykule omówiono poszczególne etapy oznaczania gazowych zanieczysz-
czeñ powietrza pochodz¹cych z obiektów gospodarki komunalnej. Ca³oœæ zilustro-
wano wybranymi przyk³adami badañ na sk³adowiskach odpadów i w kompostow-
niach (Tab. 1).
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1. TECHNIKI POBIERANIA PRÓBEK POWIETRZA

Do pobierania próbek powietrza najczêœciej stosuje siê techniki po³¹czone z rów-
noczesnym wzbogacaniem analitów na odpowiednim sorbencie, co jest konieczne
ze wzglêdu na ich niskie stê¿enia w powietrzu (zazwyczaj poni¿ej granicy wykry-
walnoœci stosowanych urz¹dzeñ analitycznych). Do takich technik nale¿¹:

• metody dynamiczne – polegaj¹ na przepuszczaniu strumienia badanej próbki
powietrza przez rurkê z sorbentem, na którym zatrzymywane s¹ anality, przy
czym ruch powietrza jest wymuszony poprzez zastosowanie pompy aspira-
cyjnej [16]. Metody dynamiczne by³y dotychczas najczêœciej stosowane do
pobierania próbek powietrza znad sk³adowisk [4, 5, 10, 15, 17–23];

• metody pasywne – zanieczyszczenia gazowe docieraj¹ do wnêtrza prób-
nika, dziêki samorzutnej dyfuzji lub permeacji, przez pó³przepuszczaln¹
membranê i tam ulegaj¹ zatrzymaniu na odpowiednim sorbencie [24]. Prób-
niki pasywne wykorzystane by³y w badaniach na sk³adowiskach w Wielkiej
Brytanii [18] i we Francji [22];

• zastosowanie komory przep³ywowej (ang. flux chamber). Do komory
o ustalonej pojemnoœci, ustawionej w miejscu pobierania próbki, doprowa-
dzany jest strumieñ oczyszczonego na filtrze powietrza. Powoduje to wymu-
szenie ruchów powietrza w komorze i wymieszanie doprowadzonego gazu
z gazami emitowanymi z badanej powierzchni. Mieszanina gazów jest nastêp-
nie zasysana przez pompê, a anality s¹ adsorbowane na odpowiednim typie
adsorbentu [7]. Komorê przep³ywow¹ wykorzystano do pobierania próbek
powietrza z kompostowni w Belgii [11] i znad sk³adowiska odpadów komu-
nalnych w Izmirze w Turcji [5].

• inne metody pobierania próbek powietrza – je¿eli proces wzbogacania
odbywa siê w laboratorium, próbki powietrza pobiera siê w terenie do wor-
ków o odpowiedniej pojemnoœci, wykonanych z tworzyw sztucznych (np.
Tedlar, Nalophan). Tak pobrane próbki przetransportowane do laboratorium
mog¹ byæ nastêpnie wzbogacane np. technik¹ mikroekstrakcji do fazy sta³ej
(SPME). W technice tej anality obecne w ciek³ej próbce lub w parach nad
jej powierzchni¹ s¹ adsorbowane na w³óknie pokrytym odpowiedni¹ faz¹
stacjonarn¹ i zamkniêtym w mikrostrzykawce. Zaadsorbowany analit jest
przenoszony do dozownika chromatografu gazowego, gdzie nastêpuje jego
desorpcja termiczna [25]. Technikê tê wykorzystano do wzbogacania anali-
tów obecnych w powietrzu nad sk³adowiskiem we W³oszech [4].
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2. STOSOWANE ADSORBENTY I UWALNIANIE ZATRZYMANYCH
ANALITÓW

Dobór odpowiedniego adsorbenta umo¿liwia proces zatrzymywania analitów
oraz ich desorpcjê z uzyskaniem wysokiego stopnia selektywnoœci pobieranej próbki.
Przy wyborze adsorbenta uwzglêdnia siê jego pojemnoœæ sorpcyjn¹, stosowan¹
metodê desorpcji oraz mo¿liwoœæ zachodzenia zmian chemicznych zaadsorbowa-
nych zwi¹zków w czasie przechowywania próbki. Do wzbogacania zwi¹zków orga-
nicznych obecnych w powietrzu nad sk³adowiskami najczêœciej stosuje siê wêgiel
aktywny [1, 10, 22], wêgiel grafityzowany (Carbotrap B i C) [18, 21, 23], sita wêg-
lowe (Carbosieve) [18, 21, 23], polimery porowate (Chromosorby, Tenaxy: TA, GC,
GR) [1–3, 11, 17–20, 23], ditlenek krzemu w postaci ¿elu [26].

Zatrzymane na sorbencie zwi¹zki uwalnia siê nastêpnie poprzez ekstrakcjê roz-
puszczalnikiem (z wêgla aktywnego) lub poprzez desorpcjê termiczn¹ (z sorben-
tów: Carbosieve, Tenax, Chromosorb). Desorpcja z u¿yciem rozpuszczalnika, któ-
rym jest najczêœciej disiarczek wêgla, jest technik¹ prost¹, daj¹c¹ mo¿liwoœæ powtó-
rzeñ oznaczeñ, jednak jej wad¹ jest koniecznoœæ stosowania niektórych toksycz-
nych rozpuszczalników oraz ryzyko straty analitów podczas desorpcji i rozcieñczeñ.
W badaniach lotnych zwi¹zków organicznych czêœciej korzysta siê z desorpcji ter-
micznej, gdzie próbka nie jest rozcieñczana, a ca³y proces odbywa siê automatycz-
nie w desorberze [27].

3. KOLUMNY CHROMATOGRAFICZNE I DETEKTORY

Do analizy lotnych zwi¹zków organicznych stosuje siê g³ównie kolumny kapi-
larne z wype³nieniem niepolarnym lub s³abo polarnym. S¹ to najczêœciej fazy cie-
k³e: metylosilikony (polisiloksany) (OV-1, HP-1, BP-1) [6, 11, 17–19, 21, 22], feny-
lometylosilikony (CP-Sil-8 CB, DB-5, HP-5) [1–4, 10, 15, 20], fazy przeznaczone
do oznaczeñ zwi¹zków lotnych (HP-VOC, DB-502) [19, 23], glikol polietylenowy
(Supelcowax-10) [22] oraz adsorbenty organiczne: polistyren-diwinylobenzen (PORA
Plot Q) [4]. W celu lepszego rozdzielenia chromatografowanych substancji, analizê
prowadzi siê przy programowanej temperaturze termostatu kolumny (przewa¿nie
od 35°C do 240°C).

Do detekcji wykorzystuje siê nastêpuj¹ce detektory: p³omieniowo-jonizacyjny
(FID) [1, 5, 11, 18, 21], foto-jonizacyjny (PID) [19, 22] oraz p³omieniowo-fotome-
tryczny do analizy zwi¹zków siarki (FPD-S) [5]. Identyfikacja zwi¹zków rozdzielo-
nych na kolumnie i trafiaj¹cych do danego detektora odbywa siê zazwyczaj przez
porównanie ich czasów retencji z czasami retencji odpowiednich wzorców.
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4. WARIANTY CHROMATOGRAFII GAZOWEJ

4.1. SPRZÊ¯ENIE CHROMATOGRAFII GAZOWEJ
ZE SPEKTROMETRI¥ MAS (GC-MS)

Sprzê¿enie GC-MS pozwala na pe³n¹ analizê jakoœciow¹ i iloœciow¹ powietrza
zanieczyszczonego lotnymi zwi¹zkami organicznymi: zwi¹zki rozdzielone na kolum-
nie chromatograficznej trafiaj¹ do spektrometru mas, który dokonuje ich identyfi-
kacji na podstawie widm masowych, czyli zapisu intensywnoœci wystêpowania
poszczególnych jonów w funkcji ich masy. Identyfikacjê t¹ u³atwiaj¹ biblioteki widm
masowych zwi¹zków (Wiley, NIST), dostêpne wraz z odpowiednim oprogramowa-
niem komputerowym. Wykres ca³kowitego pr¹du jonowego (ang. Total Ion Cur-
rent), w funkcji czasu retencji, jest chromatogramem masowym (TIC, ang. Total Ion
Chromatogram), podobnym do klasycznego chromatogramu i stanowi podstawê
analizy iloœciowej.

W sprzê¿eniu GC-MS wykorzystuje siê odpowiednio przystosowane chroma-
tografy gazowe. Modyfikacja dotyczy g³ównie kolumn – do analizy metod¹ GC-MS
stosuje siê specjalne kolumny, na przyk³ad HP-5 MS, które zazwyczaj zawieraj¹
usieciowane fazy ciek³e. Najwa¿niejszym urz¹dzeniem w sprzê¿eniu GC-MS jest
interfejs – element ³¹cz¹cy chromatograf gazowy ze spektrometrem mas. Jego zada-
niem jest redukcja ciœnienia gazu noœnego (w chromatografie gazowym rzêdu 100 kPa,
w spektrometrze mas – 0,01 Pa), przez jego czêœciowe usuniêcie, przy jak najmniej-
szych stratach analitu. W sprzê¿eniu GC-MS jonizacja cz¹steczek odbywa siê naj-
czêœciej za pomoc¹ strumienia elektronów (EI), zaœ jako analizator jonów przewa¿-
nie jest stosowany analizator kwadrupolowy [28].

Obecnie tê technikê g³ównie u¿ywa siê do oznaczeñ gazowych zanieczyszczeñ
powietrza w obiektach gospodarki komunalnej [1–4, 6, 10, 11, 15, 17–20, 22, 23].

4.2. MIKROCHROMATOGRAFIA GAZOWA (µGC)

Do analiz zanieczyszczeñ powietrza in situ s³u¿¹ tak¿e przenoœne miniaturowe
chromatografy i mikrochromatografy gazowe [29, 30]. Urz¹dzenia te umo¿liwiaj¹
pomiar stê¿eñ analizowanych substancji w bardzo ma³ych próbkach analitycznych,
dziêki znacznemu zmniejszeniu rozmiarów uk³adu przep³ywowego. W mikrochro-
matografach gazowych stosowane s¹ odpowiednio przystosowane kolumny kapi-
larne o d³ugoœci zazwyczaj do 10 m i ma³ej œrednicy wewnêtrznej. Zalet¹ metody
jest krótki czas analizy (rzêdu kilku minut), niewielkie zu¿ycie odczynników i samej
próbki oraz brak koniecznoœci transportu pobranych próbek do laboratorium, co
pozwala unikn¹æ ryzyka ich zanieczyszczenia lub rozk³adu. Dziêki niewielkiemu
czasowi trwania ca³ej procedury analitycznej, rezultaty otrzymuje siê w czasie rzeczy-
wistym, co jest szczególnie przydatne przy obserwacji zmian stê¿eñ wybranych
zwi¹zków w pomiarach ci¹g³ych [30].
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Miniaturyzacja uk³adu pomiarowego wprowadza jednak pewne ograniczenia,
przede wszystkim brak mo¿liwoœci zastosowania niektórych detektorów oraz pro-
gramowanej temperatury termostatu kolumny. Jako detektory wykorzystywane s¹
najczêœciej FID, PID i TCD. Powoduje to, i¿ granica wykrywalnoœci zwi¹zków uzys-
kiwana w μGC jest zazwyczaj wy¿sza, w porównaniu z klasyczn¹ chromatografi¹
gazow¹. Z regu³y wiêc tego typu urz¹dzenia u¿ywane s¹ do analizy ograniczonej
iloœci zwi¹zków, np. wybranych zanieczyszczeñ powietrza. W sk³ad zestawu do ana-
lizy in situ metod¹ μGC mo¿e wchodziæ równie¿ specjalna przystawka do wzboga-
cania – przenoœny desorber termiczny. Umo¿liwia on pobranie próbki powietrza
z równoczesn¹ adsorpcj¹ analitów na adsorbencie, nastêpnie ich desorpcjê termiczn¹
i dozowanie próbki do chromatografu. Ca³kowity cykl pracy tego typu urz¹dzeñ jest
zwykle nie d³u¿szy ni¿ 10 minut [6, 22].

Przenoœne chromatografy i mikrochromatografy gazowe u¿ywane by³y do ana-
lizy in situ na sk³adowiskach w Belgii [19], Francji, [6, 22] i W³oszech [4]. W tym
ostatnim przypadku, do wzbogacania analitów zastosowano przystawkê SRA
CONVOY. W badaniach tych oznaczenia odorantów prowadzono zarówno metod¹
klasycznej chromatografii gazowej, jak i metod¹ μGC in situ na sk³adowisku. Otrzy-
mane wyniki stê¿eñ zwi¹zków by³y porównywalne. Zaobserwowano natomiast znaczne
ró¿nice rezultatów pochodz¹cych z analiz z u¿yciem ró¿nego typu mikrochromato-
grafów (µGC AGILENT i PHOTOVAC VOYAGER), wynikaj¹ce przede wszyst-
kim z ró¿nic w czasie pobierania próbek powietrza (0,2 s i 20 s) i czu³oœci stosowa-
nych przyrz¹dów [22].

4.3. SPRZÊ¯ENIE CHROMATOGRAFII GAZOWEJ Z OLFAKTOMETRI¥ (GC-ODP)

Detektorem w chromatografie gazowym mo¿e byæ tak¿e specjalny port olfakto-
metryczny (ang. olfactometry detection port, ODP), który dostarcza informacji
o natê¿eniu zapachu pochodz¹cego od konkretnego zwi¹zku. Technika ta jest szcze-
gólnie przydatna do analizy zwi¹zków organicznych odpowiedzialnych za powsta-
wanie nieprzyjemnych zapachów. Podczas analizy, próbka mieszaniny zawieraj¹cej
odoranty dozowana jest do chromatografu gazowego, gdzie nastêpuje jej rozdziele-
nie na poszczególne substancje. Eluat z kolumny, po jej opuszczeniu, jest dzielony
na dwa strumienie: pierwszy trafia do tradycyjnego detektora (np. MS lub FID),
drugi kierowany jest do portu ODP, gdzie nastêpuje analiza sensoryczna próbki.
Grupa oceniaj¹cych ma za zadanie oceniæ rodzaj zapachu, jego jakoœæ hedoniczn¹
oraz oszacowaæ jego intensywnoœæ. Wszystkie wskazania grupy oceniaj¹cych s¹
rejestrowane (tworzony jest tzw. aromagram) i nastêpnie porównywane z wynikami
analizy GC-MS lub GC-FID. Porównanie sygna³ów z detektora MS lub FID (ziden-
tyfikowany zwi¹zek chemiczny) z informacj¹ dostarczon¹ na podstawie analizy sen-
sorycznej (rodzaj i intensywnoœæ zapachu) pozwala na ustalenie, które ze zwi¹zków
charakteryzuj¹ siê zapachem, jaki jest jego typ i natê¿enie [31]. Technika GC-ODP
s³u¿y do badañ mieszanin gazowych posiadaj¹cych zapach [32] i znalaz³a zastoso-
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wanie w analizie ¿ywnoœci, œrodków zapachowych, w tym tak¿e próbek œrodowis-
kowych z hodowli zwierz¹t, oczyszczalni œcieków, sk³adowisk odpadów komunal-
nych i zak³adów przemys³owych [33]. Metoda ta jest wykorzystywana do badañ
odorantów obecnych w próbkach gazu wysypiskowego na francuskim sk³adowisku
odpadów komunalnych [1]. W przeprowadzonych badaniach rezultaty analizy olfak-
tometrycznej uzupe³ni³y identyfikacjê zwi¹zków przeprowadzon¹ za pomoc¹ detek-
tora FID. Grupa oceniaj¹cych zapachy z u¿yciem olfaktometru dodatkowo wska-
za³a zwi¹zki, które nie zosta³y zidentyfikowane metod¹ GC-FID, a zosta³y rozdzie-
lone na kolumnie chromatograficznej. By³y to substancje, które maj¹ niskie progi
wyczuwalnoœci wêchowej, ni¿sze ni¿ granica wykrywalnoœci stosowanego detek-
tora FID.

PODSUMOWANIE

Monitorowanie zanieczyszczeñ powietrza powodowanych przez dzia³alnoœæ
obiektów gospodarki komunalnej jest szczególnie wa¿ne ze wzglêdu na zagro¿enie,
jakie niesie ze sob¹ obecnoœæ tych substancji w powietrzu. W tym celu stosuje siê
szereg metod badawczych, umo¿liwiaj¹cych skuteczne kontrolowanie poziomu gazo-
wych zanieczyszczeñ w powietrzu. Jedn¹ z takich metod jest chromatografia gazowa,
która – w po³¹czeniu z odpowiednimi technikami pobierania i wzbogacania próbek
– okaza³a siê szczególnie przydatnym narzêdziem do analizy lotnych zwi¹zków orga-
nicznych. Na szczególn¹ uwagê zas³uguj¹ równie¿ techniki ³¹czone, jak np.
GC-ODP, które nie tylko pozwalaj¹ oznaczyæ wybrane zwi¹zki organiczne w powie-
trzu, ale tak¿e zebraæ informacje na temat ich profilu zapachowego.
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Mieszkaj¹c¹ w Krzywiczach, w powiecie wilejskim, rodzinê ChodŸków trudno
nie nazwaæ rodzin¹ niepospolit¹. Ojciec, Jan ChodŸko, (1777–1851), by³ cenionym
w swoim czasie pisarzem i dzia³aczem spo³ecznym. Dwanaœcie tomów jego „Dzie³”
wydano w Wilnie w roku 1837. By³ patriot¹ polskim. W roku 1826 w³adze carskie
kaza³y go wywieŸæ w g³¹b Rosji i dopiero „po d³ugiej niewoli” powróci³ do kraju.
Ponownie wywieziono go po wybuchu Powstania Listopadowego [1]. Mia³ on szeœ-
ciu synów. Trzech spoœród nich wymieniaj¹ liczne encyklopedie. O dwóch zapom-
niano. A przecie¿ dawniej byli oni bardzo cenionymi wynalazcami, wyró¿nionymi
licznymi patentami i odznaczeniami. Dodajmy, ¿e Uruski [2] obydwu wymieni³ jako
chemików. Zacznijmy wiêc od krótkiego przypomnienia kolei ¿ycia braci ChodŸ-
ków.

Najstarszy z nich, Józef (1800–1881), ukoñczy³ ze stopniem magistra (w 1820
roku) Wydzia³ Matematyczno-Fizyczny Uniwersytetu Wileñskiego. W czasie stu-
diów nale¿a³ do takich organizacji studenckich, jak „Towarzystwo Szeœciu” – „Zwi¹-
zek Przyjació³”, a od grudnia 1820 r. – Towarzystwo Filomatów. W roku 1821 wst¹-
pi³ do wojskowej s³u¿by topograficznej. Bra³ udzia³ w pomiarach triangulacyjnych
w guberniach wileñskiej, grodzieñskiej, miñskiej i kurlandzkiej. Uczestniczy³ w dzia-
³aniach przygotowuj¹cych powstanie. Przewidywano go na dowódcê powstania
w Wilnie. Ale musia³y o tym wiedzieæ i w³adze wojskowe, bo w marcu 1831 roku,
rozkazem szefa sztabu generalnego genera³a Czernyszewa zosta³ odwo³any ze ̄ mudzi
i oddany pod œcis³y nadzór. Dalsze lata s³u¿by wojskowej spêdzi³ daleko od stron
rodzinnych. Prowadzi³ pomiary triangulacyjne w Mo³dawii, na Wo³oszczyŸnie,
w okolicach Bosforu i, wreszcie, na Kaukazie. Karierê wojskow¹ zakoñczy³ jako
genera³-porucznik s³u¿by topograficznej. Za zas³ugi naukowe Cesarskie Rosyjskie
Towarzystwo Geograficzne obdarzy³o go (w r. 1860) wielkim medalem, a w roku
1871 nada³o mu godnoœæ cz³onka honorowego. By³ te¿ jednym z pierwszych pols-
kich alpinistów. W roku 1850 zdoby³ szczyt Araratu [3]. Zdoby³ te¿ szczyty A³agez
(4005 m) i Zi³ga-Choch (3857 m). Club Alpin Français nada³ mu godnoœæ cz³onka
honorowego. (Por. pozycja [5] piœmiennictwa).

Drugim z kolei synem Jana ChodŸki by³, jak siê wydaje, Stanis³aw. Piszemy tu
„jak siê wydaje”, bo dok³adnej daty urodzenia Stanis³awa nie uda³o siê ustaliæ (zmar³
w Pary¿u, 1880). W ka¿dym razie on te¿ studiowa³ na Uniwersytecie Wileñskim.
Przyjaciel Aleksandra ChodŸki, Antoni Edward Odyniec (1804–1885), wspomina³
bowiem, ¿e „mieszka³ on osobno, wraz dwoma starszymi braæmi” [4]. Aleksander
ChodŸko urodzi³ siê w 1804 roku. Stanis³aw to jeden z dwóch zapomnianych wyna-
lazców, wspomnianych na wstêpie. Wiêcej opowiemy o nim póŸniej, a teraz kilka
s³ów o Aleksandrze. Aleksander ChodŸko (1804–1891) kszta³ci³ siê w Wilnie,
a potem w Instytucie Wschodnim, w Petersburgu. W Wilnie by³ ulubionym uczniem
Tomasza Zana, niekwestionowanego przywódcy studentów wileñskich. Szereg lat
pracowa³ w dyplomatycznej s³u¿bie rosyjskiej w Persji, by³ znawc¹ jêzyka i piœmien-
nictwa perskiego, potem zosta³ profesorem literatur s³owiañskich w Collège de France
w Pary¿u. By³ autorem licznych prac z iranistyki, pisanych po francusku i t³umaczo-
nych na inne obce jêzyki. Dzia³acz emigracji polskiej, by³ m.in. cz³onkiem rady
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szko³y polskiej w Batignolles. Na kilka lat przed œmierci¹ prowadzi³ w Pary¿u szko³ê
dla studiuj¹cej we Francji m³odzie¿y perskiej. Kawaler Legii Honorowej [5, 6].

Najm³odszy, jak siê wydaje, z braci, Micha³ (1807–1879), poeta i publicysta,
odznacza³ siê wielk¹ aktywnoœci¹, jako dzia³acz emigracyjny. By³ zwolennikiem
demokratycznej czêœci Wielkiej Emigracji, wspó³pracownikiem i przyjacielem Adama
Mickiewicza. Uczestnik (w 1833 roku) wyprawy Zaliwskiego, której zadaniem by³o
ponowne rozpalenie powstania na ziemiach polskich, jej niepowodzenie przypisy-
wa³ knowaniom Czartoryszczyków [7]. „Poznaje lud polski – pisa³ w swoim sprawo-
zdaniu z wyprawy – te prawdê, pozna³ ju¿ w wiêkszej czêœci stan szlachecki, ¿e
przywileje, z którymi rodzi siê cz³owiek, ust¹piæ musz¹ œwiêtym, dawniejszym pra-
wom, to jest wszechw³adztwu Ludu, które ¿adnych stanów nie cierpi” [8]. W czasie
Wiosny Ludów wspó³organizowa³ Legion Polski we W³oszech. Dzia³ania te opisa³
w oddzielnym druku [9].

Pi¹ty z braci, Napoleon Feliks, to drugi z ChodŸków – wynalazców. Tak jak
Stanis³aw i Micha³, znalaz³ siê po powstaniu na emigracji. Mieszka³ w Pary¿u,
a opisy swoich wynalazków sygnowa³ jako in¿ynier prywatny (ingénieur civil). Nie
znamy okolicznoœci, w jakich uzyska³ prawo u¿ywania takiego tytu³u. Z wykszta³-
cenia by³ prawdopodobnie prawnikiem, bo przed Powstaniem Listopadowym praco-
wa³ jako sêdzia. Nie s¹ te¿ znane daty jego urodzenia i œmierci. Interesuj¹cy œlad
jego dzia³añ emigracyjnych zanotowa³ Domeyko. W czasie obchodu rocznicy powsta-
nia, w roku 1833, wywo³a³ on skandal, wygwizduj¹c przemówienie Niemcewicza
[10].

Trzeba tu teraz pokrótce opisaæ drogi, jakie prowadzi³y braci na emigracjê.
Trzej z nich, Stanis³aw, Napoleon Feliks i Micha³, wziêli udzia³ w powstaniu na
Litwie, w 1831 roku. Pewne szczegó³y o ich powstañczej s³u¿bie znaleŸæ mo¿na
w „Zbiorze pamiêtników o powstaniu Litwy”, wydanym w 1875 roku [11]. Powsta-
nie zaczê³o siê na ¯mudzi w dniu 25 marca. W pierwszych dniach kwietnia objê³o
powiaty le¿¹ce miêdzy Wilnem a Grodnem. W dniu 4 kwietnia powsta³a Oszmiana.
St¹d wys³ano do s¹siedniego powiatu wilejskiego ma³y oddzia³ konny pod dowódz-
twem Micha³a ChodŸki. Byli w nim tak¿e dwaj inni bracia-powstañcy. Oddzia³ ten
14 kwietnia zaj¹³ Wilejkê, rozbrajaj¹c miejscowy garnizon rosyjski. Utworzon¹ tam
si³¹ zbrojn¹ dowodzi³ by³y pu³kownik, St. Radziszewski. Bracia ChodŸkowie zna-
leŸli siê w oddziale konnym, pod komend¹ Aleksandra Wo³odkowicza. Pod nacis-
kiem wojsk rosyjskich powstañcy 24 kwietnia opuœcili Wilejkê. Radziszewski popro-
wadzi³ ich, wœród ci¹g³ych utarczek, w kierunku na Wi³komierz. 21 maja dosz³o do
boju pod Koczergiszkami, w którym jazda Wo³odkiewicza szar¿owa³a na kawaleriê
rosyjsk¹. Nied³ugo potem, w Czebiszkach, dosz³o do po³¹czenia siê powstañców
z wydzielonym korpusem genera³a Ch³apowskiego, który ruszy³ z Królestwa na
pomoc powstaniu. Ch³apowski utworzy³ z piechoty Radziszewskiego 26 pu³k pie-
choty liniowej, a konnicê przeorganizowa³ w 12 pu³k u³anów. ChodŸkowie uzyskali
tam szar¿e oficerskie: Micha³ kapitana, Feliks porucznika, a Stanis³aw podporucz-
nika. Pu³kiem dowodzi³ major Jan Giedroyæ. W bitwie o Wilno (19 czerwca) pu³k
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sta³ w rezerwie [12]. Potem, z ca³ym wojskiem, pod dowództwem gen. Gie³guda,
ruszy³ w sk³adzie brygady jazdy litewsko-¿mudzkiej na ̄ mudŸ. Kiedy wojsko podzie-
lono na trzy kolumny, pu³k znalaz³ siê w najd³u¿ej walcz¹cej kolumnie gen. Rohlanda.
14 lipca wzi¹³ udzia³ w bitwie pod Powendeniami, a 13 lipca w bitwie pod Nowym
Miastem ¯mudzkim. Tam zgin¹³ w boju dowódca pu³ku, a jego nastêpc¹ miano-
wano awansowanego do stopnia majora Karola hr. Za³uskiego. I to by³ ju¿ koniec
wojaczki braci ChodŸków. Wojsko z³o¿y³o w Prusach broñ. Micha³ przeszed³ do
Prus z Gie³gudem 13 lipca, Stanis³aw (a zapewne i Feliks) z Rohlandem – 15 lipca.
Drogê do kraju mieli zamkniêt¹. Komisja œledcza zaliczy³a Micha³a i Stanis³awa do
grupy przestêpców drugiej kategorii [13]. Ca³a trójka braci znalaz³a siê pocz¹tkowo
(w grudniu 1831 roku) w 6 kompanii obozu polskich wojskowych w Besançon.
W roku 1832 Stanis³aw i Feliks uzyskali prawo pobytu w Pary¿u i przebywali tam
i w roku 1833 [14]. Feliks wyjecha³ potem na krótko do Brukseli. PóŸniej przebywa³
w Limoges (lata 1841–1846) i znów w Pary¿u. O¿eni³ siê z Francuzk¹. Nie mia³
dzieci. Stanis³aw mieszka³ w Pary¿u, gdzie by³ cz³onkiem Komitetu Narodowego
Polskiego i Zjednoczenia Emigracji Polskiej. W roku 1842 wyjecha³ do Limoges,
póŸniej do szwajcarskiego Fryburga, gdzie by³ nauczycielem chemii i fizyki.

Jak powiedzieliœmy na wstêpie, Stanis³aw i Napoleon Feliks ChodŸkowie byli
cenionymi wynalazcami. Stanis³aw przebywa³ we Fryburgu, jako nauczyciel chemii
i fizyki tamtejszego liceum kantonalnego. Fryburg by³ wtedy niewielkim miastem,
licz¹cym oko³o 10 tys. mieszkañców. Ludnoœæ by³a francuskojêzyczna i w wiêk-
szoœci rzymsko-katolicka. Trwa³y tam zawziête spory pomiêdzy parti¹ jezuicko-kon-
serwatywn¹ i parti¹ liberaln¹. W roku 1848 przyjêto konstytucjê liberaln¹ i w latach
1848, 1850 i 1851 organizowano przeciwko niej powstania. Nie wiemy, czy ChodŸko
bra³ udzia³ w tych wydarzeniach. Dopiero w 1857 roku odwo³ano dekret o zniesie-
niu klasztorów, a w roku 1889 utworzono we Fryburgu katolicki uniwersytet, gdzie
pracowa³o wielu Polaków. Liceum kantonalne by³o kontynuacj¹ Jezuickiego Kole-
gium, istniej¹cego od 1580 roku [15]. ChodŸko pracowa³ wiêc w szkole o bogatych
tradycjach, aczkolwiek nie maj¹cej statusu szko³y wy¿szej. W poznañskim czasopiœ-
mie pt. „Goniec polski” z roku 1851 ukaza³ siê artyku³ o „wynalazku chemicznym”
ChodŸki [16]. Doniesienie poznañskie oparte by³o na artykule z miejscowego dzien-
nika „Conféderé de Fribourg”, z dnia 24 maja tego roku. Czytamy tam, ¿e 18 marca
licznie zgromadzeni widzowie, w obecnoœci w³adz municypalnych, byli œwiadkami
zastosowania nowego rodzaju oœwietlenia wynalezionego przez Stanis³awa ChodŸkê.
W p³omieniu wodoru umieszcza³ on „knot z drutu platynowego, co dawa³o œwiat³o
jasno-bia³e, przewy¿szaj¹ce œwiat³o, jakie gaz wodorodno-wêglisty daje”. „Pan
ChodŸko – czytamy dalej w tym artykule – jasnym p³omieniem tego gazu dostatecz-
nie oœwieca³ przedsionek gmachu licealnego”. „Szczególny entuzjazm zebranych
wywo³a³y próby barwienia p³omienia za pomoc¹ pewnych cia³ chemicznych na zie-
lono, ¿ó³to, czarno, etc.”. „Powszechne zadowolenie dosz³o swego szczytu wtedy,
kiedy pan ChodŸko w³o¿ywszy w p³omieñ purpurowy krzy¿ bia³y, przedstawi³ (...)
nasz herb federalny” [16].
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W artykule rozwa¿ano mo¿liwoœci oœwietlenia w ten sposób ca³ego miasta. Zda-
niem autora, w tym celu wystarczy³oby zbudowaæ trzy stacje wytwarzania wodoru,
umieszczone w piwnicach liceum i szko³y ¿eñskiej. Informowa³ te¿ autor artyku³u,
¿e podobne do czynionych przez ChodŸkê próby prowadzi siê aktualnie w Pary¿u
i Londynie, ale wynalazek ChodŸki jest w pe³ni oryginalny.

Dodajmy, ¿e podobne oœwietleniowe pomys³y sprawdzano podówczas w Euro-
pie doœæ szeroko. Jeszcze Davy obserwowa³ œwiecenie blaszki platynowej w stru-
mieniu p³on¹cego wodoru. W roku 1829 Berzelius odkry³, ¿e tlenki toru i cyrkonu
œwiec¹ jasnym œwiat³em w p³omieniu wodorowo-tlenowym. Na rok 1826 przypad³o
odkrycie „œwiat³a Drummonda” (Thomas Drummond, 1797–1840) – Drummond
u¿y³ do tego celu p³omienia wodorowo-tlenowego, przechodz¹cego przez roz¿arzony
walec kredowy. Te pomys³y by³y jednak za drogie, by je powszechnie zastosowaæ,
zreszt¹, jak zapewne i pomys³ ChodŸki.

Opisane tu wydarzenie przypad³o na rok 1851. Jak st¹d wynika, ChodŸko prze-
bywa³ wówczas we Fryburgu. Tam te¿ prawdopodobnie rozpocz¹³ prace nad swoim
wynalazkiem ¿ycia – sposobem na utylizacjê œcieków komunalnych, po³¹czonym
z produkcj¹ nawozu mineralnego, który ChodŸko nazwa³ „nawozem atmosferycz-
nym”. Zachowa³o siê sporo materia³ów dotycz¹cych tego wynalazku. Przede wszyst-
kim – wydana w roku 1858 w Pary¿u rozprawa pt. „Mémoire sur la production de
l’engrais atmosphérique et de la désinfection des habitations” (Rozprawa o wytwa-
rzaniu nawozu atmosferycznego i o dezynfekcji mieszkañ) [17]. Prócz tego, w „Mate-
ria³ach dotycz¹cych sfinansowania wynalazku nawozu atmosferycznego”, przecho-
wywanych w Bibliotece Kórnickiej, zachowa³ siê raport, pisany dla genera³a W³.
Zamoyskiego, na temat kosztów produkcji nawozu (Rapport à Mr. le Gen. l Comte
Zamoyski sur l’engrais complet, dit atmosphérique, obtenu avec les eaux vannes
ou la matièrè premiere pour l’extraction des sels ammoniacaux et du phosphore),
a tak¿e dwa druki ulotne, najwidoczniej reklamowego charakteru. Dla nas szczegól-
nie wa¿ny by³ druk pt. „Désinfection des fosses d’aisance. Systeme ChodŸko” [18].

Jak pisa³ ChodŸko w cytowanej wy¿ej rozprawie, prace nad wynalazkiem
zabra³y mu 14 lat. St¹d  wynika, ¿e rozpocz¹³ je w roku 1844, a wiêc podczas pobytu
we Fryburgu. Istot¹ wynalazku by³o przetwarzanie zawartych w œciekach soli na
fosforan amonowo-magnezowy, sprzedawany jako nawóz. Do wydzielenia tego
zwi¹zku zastosowa³ ChodŸko technikê zatê¿ania œcieków w tê¿niach, któr¹ wypró-
bowa³ na du¿¹ skalê w doœwiadczalnej fabryce, zbudowanej przy obozie wojsko-
wym w Châlon-sur-Marne. Opracowan¹ procedurê rozszerzy³ ChodŸko na sprawê
dezynfekcji rowów asenizacyjnych, co, zgodnie z przytaczanymi w cytowanych mate-
ria³ach oœwiadczeniami u¿ytkowników, w pe³ni siê uda³o. Swoj¹ metod¹ próbowa³
ChodŸko zainteresowaæ takich uczonych, jak J.B. Dumas (1800–1884) i J.B. Boussin-
gault (1802–1882). Ten ostatni, znany jako jeden z twórców agrochemii, w istotny
sposób pomóg³ ChodŸce. W roku 1860 spowodowa³ wykonanie chemicznych analiz
nawozu ChodŸki. Przeprowadzili je, niezale¿nie od siebie, Lhote ze Szko³y Sztuk
i Rzemios³ oraz Magnon-Hervé z Cesarskiej Szko³y Dróg i Mostów. Profesor Mag-
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non okreœli³ zawartoœæ azotu w nawozie na 4,2%, a kwasu fosforowego na 4,48%.
Wyniki p. Lhote by³y bardzo podobne. Analizê Magnon-Hervé opublikowano,
w „Annales de Chimie et Physique” (1860, T. 9, seria 3).

Boussingault wszed³ równie¿ w sk³ad komisji, która w maju 1860 roku ocenia³a
wynik doœwiadczeñ ChodŸki nad dezynfekcj¹ rowów kanalizacyjnych w Pentin.

Koleje swoich starañ o poparcie swoich  badañ przez w³adze municypalne przed-
stawi³ ChodŸko w cytowanej wy¿ej ulotce. Ten krótki tekst warto tu zaprezentowaæ
w ca³oœci:

„Dezynfekcja rowów asenizacyjnych.
System ChodŸko – 6 rue Oudinot
W styczniu 1857 r. p. Stanis³aw ChodŸko, profesor chemii w Pary¿u, ul. Oudi-

not 6, mia³ zaszczyt przed³o¿yæ Panu Prefektowi departamentu Seine pracê opisow¹
odkrytego przez siebie procesu, który umo¿liwi dezynfekcjê rowów asenizacyjnych
i zmianê p³ynnych œcieków w nawóz atmosferyczny przedniej jakoœci.

Przes³awszy rozprawê p. Prefektowi, po jednej kopii przes³a³ panu Belgrand,
g³ównemu in¿ynierowi Miejskich S³u¿b Wodoci¹gów i Œcieków Pary¿a i panu Dumas,
profesorowi chemii. Kilka dni póŸniej (27 stycznia) p. Belgrand odpowiedzia³ panu
ChodŸko, ¿e jego pomys³ ocenia jako nowatorski, praktyczny i nadaj¹cy siê do wdro-
¿enia na masow¹ skalê, ale zwa¿ywszy, ¿e pod tym wzglêdem nie zosta³ wypróbo-
wany, istnieje obawa, i¿ cena uzyskiwanego nawozu bêdzie dla rolników zbyt wysoka.

Pan Prefekt odpowiedzia³ 31 marca, ¿e rozprawê p. ChodŸko przekaza³ in¿ynie-
rom s³u¿b miejskich, aby sprawdzili, czy u¿ywane do dezynfekcji gazy chlorowodo-
rowe i siarkowe nie s¹ szkodliwe dla, jakby nie by³o, gêsto zaludnionej strefy miasta
i dla wymagaj¹cych konserwacji brzegów samych rowów. Jednym s³owem: konieczne
s¹ badania na du¿¹ skalê, a miasto Pary¿ nie jest w stanie ich wesprzeæ finansowo,
ani jako projektu, który wci¹¿ wymaga potwierdzenia praktycznego, ani jako budowy
fabryki doœwiadczalnej.

P. ChodŸko wyst¹pi³ zatem o powo³anie komisji, która oceni³aby jego odkrycie
i ustosunkowa³a siê do obaw p. Prefekta. Oczekuj¹c na mianowanie komisji, p. ChodŸko
podj¹³ siê na proœbê w³adz lokalnych Fribourga dezynfekcji rowów asenizacyjnych
i odstojników miejskiego liceum. Nastêpnie wróci³ do Pary¿a i zaj¹³ siê dezynfekcj¹
rowu œciekowego na terenie posiad³oœci p. Teste przy ul. Honoré-Chevalier 4. Dezyn-
fekcje przeprowadzono w œrodku lata, a jednym z jej celów by³o sprawdzenie
w praktyce, czy obawy wyra¿one w piœmie p. Prefekta z 31 marca s¹ s³uszne. Œwiadec-
twa mieszkañców okolicznych domów i ich w³aœcicieli potwierdzaj¹, ¿e nie tylko
zniknê³y brzydkie zapachy, ale te¿, ¿e nie stwierdzaj¹ ¿adnych szkód ani w rowach,
ani w domach.

Powodzenie wszystkich dotychczasowych prób zachêci³o p. ChodŸkê do wyst¹-
pienia z proœb¹ do Prefektury Pary¿a o wyznaczenie do dezynfekcji jednego z rowów
publicznych. Oczekuj¹c na decyzjê, p. ChodŸko rozpocz¹³ budowê fabryki w Orlea-
nie. Fabryka funkcjonuje i jak potwierdzaj¹ kompetentne urzêdy lokalne, nie roz-
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siewa ¿adnych uci¹¿liwych zapachów, nie powoduje uszkodzenia rowów lub zbior-
ników, a wiêc rozprasza zasadnicze obawy p. Prefekta.

Wreszcie, 17 stycznia 1859 r. p. ChodŸko otrzyma³ odpowiedŸ p. Grosjean, ¿e
zarz¹d oczyszczania miasta oddaje mu do dyspozycji rów œciekowy z latryn publicz-
nych przy nabrze¿u Megisserie. Rów opró¿niono, a pocz¹wszy od 12 kwietnia do
12 lipca p. ChodŸko stosowa³ tam swoj¹ metodê dezynfekcji. Wynik by³ taki, ¿e
mieszkañcy dzielnicy i osoby ich odwiedzaj¹ce nie kry³y zdziwienia i zadowolenia.
Powszechna aprobata nie ucieszy³a p. ChodŸkê, który nie doczekawszy siê powo³a-
nia ¿adnej komisji specjalnej, napisa³ do uznawanego za autorytet naukowy p. Bous-
singault, prosz¹c go, aby zechcia³ przybyæ na miejsce i wyraziæ swoj¹ opiniê.
P. Boussingault by³ uprzejmy przyj¹æ zaproszenie i przyby³ w towarzystwie p. Four-
neyron, g³ównego in¿yniera zarz¹du dróg i cz³onka komitetu oczyszczania miasta
Pary¿a. W pisemnym raporcie z tej wizyty nie ukrywa zdziwienia, ¿e w œrodku wyj¹t-
kowo upalnego lata rów publiczny, choæ wype³niony fekaliami, nie wydziela ¿ad-
nego nieprzyjemnego zapachu.

Wszystkie te fakty jednoznacznie potwierdzaj¹, ¿e system dezynfekcji autor-
stwa p. ChodŸko dzia³a i daje zadawalaj¹ce pod ka¿dym wzglêdem rezultaty, osi¹-
gane przy niewielkich, moim skromnym zdaniem, nak³adach. Bez ¿adnych obaw
w³adze lokalne mog¹ wybraæ metodê dezynfekcji najlepiej s³u¿¹c¹ i mieszkañcom
i w³aœcicielom miejsc wymagaj¹cych asenizacji”.

Jak ka¿da powa¿na inicjatywa, metoda ChodŸki wymaga³a na pocz¹tku du¿ych
nak³adów. Wobec niechêci w³adz municypalnych, usi³owa³ wiêc ChodŸko uzyskaæ
pomoc od rodaków, a zw³aszcza genera³a W³adys³awa Zamoyskiego. W nawi¹zaniu
kontaktu z genera³em pomaga³ mu rodak, Leonard NiedŸwiecki. W cytowanym zbio-
rze Biblioteki Kórnickiej zachowa³o siê kilka listów ChodŸki do NiedŸwieckiego,
z lat 1860–1867. W liœcie z 14 paŸdziernika 1860 roku pisa³ wiêc ChodŸko: „Teraz,
szanowny Panie Leonardzie, dobrze by³oby, ¿ebyœ sam siê przekona³, ¿e po¿yczka
tysi¹ca franków, do której do³o¿y³eœ nie ma³o Twego wp³ywu, wyda³a nies³ychane
owoce...” List ten pisa³ ChodŸko z Chalons, gdzie w³aœnie uruchomi³ doœwiadczaln¹
fabrykê swojego nawozu. Ale pieniêdzy musia³o ci¹gle brakowaæ. Bo kilka lat póŸ-
niej (24 grudnia 1864 r.) znów zabiega³ o pomoc. „B³agam tak¿e szanownego Pana
Leonarda – pisa³ – wstawiæ siê za mn¹ do P. Hrabiego Jana (? I.S.) Zamoyskiego,
¿eby raczy³ pozwoliæ przys³aæ mu drugi bilet na 1000 F.” W tym samym liœcie dono-
si³, ¿e „nowy i pewny wynalazek, jak wypróbowany, pozwala ulepszyæ i powiêkszyæ
urodzaj winnicy”. To, zapewne, by³ kolejny wynik zastosowania nawozu ChodŸki
w produkcji rolniczej. 24 czerwca 1867 roku konstatowa³ ChodŸko: „Raz ju¿ trzeci
Wasz¹ pomoc¹ wyszed³em z nader trudnego po³o¿enia...” K³opoty ChodŸki nie koñ-
czy³y siê wiêc ³atwo. Jego losy nie ró¿ni³y siê od typowych losów wynalazców.
Trudno musia³o byæ nieraz jego rodzinie, któr¹ za³o¿y³. „Bardzo dziêkujê – pisa³
ChodŸko do NiedŸwieckiego (24.07.1867) Szanownemu Panu za ³askaw¹ pomoc,
któr¹ da³eœ mojej ¿onie...”
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Korespondencja z NiedŸwieckim, dokumentuj¹c niema³e, jak widaæ, k³opoty
wynalazcy, wskazuje, ¿e dzia³ania ChodŸki, rozpoczête w latach 50. XIX wieku,
trwa³y przez lata 60. Nie wiemy jednak, kiedy siê zakoñczy³y i w jaki konkretnie
sposób.

ChodŸko zadba³ o zabezpieczenie swoich praw patentowych. Wed³ug gruntow-
nego opracowania B. Or³owskiego [19], na liœcie angielskich patentów, wydanych
w latach 1832–1870, pod dat¹ 15.IX.1856 znajduje siê patent Nr 2159 na ulepszon¹
produkcjê nawozów i s³u¿¹ce do niej urz¹dzenia. Dodajmy za Or³owskim, ¿e wyna-
lazek ten opatentowano w tym samym czasie tak¿e we Francji (11.IX. 1856 oraz,
dodatkowo, 26. IX tego¿ roku) i jeszcze w Austrii (28. III. 1857).

Przegl¹d materia³ów dotycz¹cych wynalazku Stanis³awa ChodŸki pozwala doœæ
dok³adnie odtworzyæ opracowany przez niego proces produkcyjny. Do wytwarzania
nawozu zastosowa³ on technikê koncentrowania produktu w tê¿niach. W swojej
doœwiadczalnej fabryce w Châlon-sur-Marne zbudowa³ trzy kolumny z ga³êzi,. Mia³y
one 8 metrów wysokoœci, 3 metry d³ugoœci i 2,75 szerokoœci, co dawa³o 198 m3

objêtoœci faszyny. Kolumny zraszano przez 15 dni œciekami, sp³ywaj¹cymi z umiesz-
czonych nad nimi zbiorników. Do przepompowywanych do tych zbiorników œcie-
ków dodawano wstêpnie wypra¿ony siarczan magnezu. (Dawkowanie tej soli nie
jest w analizowanych materia³ach dok³adnie okreœlone. Jako Ÿród³o siarczanu mag-
nezu materia³y wymieniaj¹ roso³y wody morskiej i bagna solankowe). Powstaj¹cy
w œciekach fosforan amonowo-magnezowy, jako doœæ trudno rozpuszczalny, osa-
dza³ siê na faszynie. Aby zapobiec rozsiewaniu przykrych zapachów, pochodz¹cych
od zawartego w œciekach siarkowodoru, zraszano ga³êzie faszyny mieszanin¹ kwa-
sów solnego i siarkowego. W tych warunkach zawarta w siarkowodorze siarka utle-
nia³a siê do siarki elementarnej. Po zakoñczeniu procesu zatê¿ania faszynê pozosta-
wiano do suszenia na powietrzu przez dalsze 5 dni, po czym osadzony na niej pro-
dukt strzepywano z ga³êzi. W ten sposób, w ci¹gu 20 dni przerabiano 35 m3 œcie-
ków, uzyskuj¹c 94 hektolitry (4136 kg) nawozu. Jego cennym sk³adnikiem by³ fos-
foran amonowo-magnezowy. Nawóz zawiera³ te¿ znaczne iloœci humusu.

W analizowanych materia³ach znajduj¹ siê dok³adne kosztorysy produkcji
i ocena jej op³acalnoœci. Nawóz kupowa³ m.in., Zarz¹d Maj¹tków Ziemskich Korony.
Cesarz arbitralnie wyznaczy³ dla obozu wojskowego w Châlon, 20 sierpnia 1862
roku, cenê 15 franków za kwintal nawozu. Zdaniem ChodŸki, by³a to cena zani¿ona.
Jak widzimy, cesarz chcia³ jak najszybciej zarobiæ na wynalazcy.

Jak powiedzieliœmy, dzia³alnoœci¹ wynalazcz¹ zas³yn¹³ te¿ brat Stanis³awa
ChodŸki, Napoleon Feliks. Mimo i¿ Uruski nazywa go, nie wiemy dlaczego, chemi-
kiem, jego myœl wynalazcza dotyczy³a g³ównie techniki cieplnej i ma³o odnosi³a siê
do chemii. Uzyskane przez Napoleona Feliksa patenty zestawi³ w cytowanym opraco-
waniu B. Or³owski. I tak, 21 XI 1857 roku uzyska³ patent angielski Nr 2924
na piece do podgrzewania kot³ów parowych. Urz¹dzenie opatentowano tak¿e 22 V
1856 roku we Francji. 23 listopada 1858 roku opatentowa³ on w Anglii urz¹dzenie
chroni¹ce przed dymem (patent Nr 2658). I to urz¹dzenie mia³o tak¿e, wydany
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20 lipca 1858 roku, patent francuski. 13 marca 1862 roku otrzyma³ ChodŸko angiel-
ski patent Nr 689 na ulepszenie pieców poch³aniaj¹cych  dym. Jak podaje Orlowski,
St. Januszewski odnalaz³ jeszcze jeden francuski patent Napoleona Feliksa, nosz¹cy
tytu³: Nouveau procédé rélatif à la gravure de tous genres d’impressions. Or³owski
przypuszcza, ¿e mo¿e on dotyczyæ nowej chemicznej metody wytrawiania sztychów.

W Bibliotece Kórnickiej znajduje siê jeszcze jeden druk, opisuj¹cy nie wymie-
niony przez Or³owskiego wynalazek Napoleona Feliksa. W katalogu Biblioteki jest
on mylnie przypisany Stanis³awowi ChodŸce. Treœæ broszury niedwuznacznie ka¿e
przypisaæ ten druk Napoleonowi Feliksowi. Nosi on tytu³ Fumivore ChodŸko...,
a wiêc „Wêdzarnia ChodŸki” [20]. Zamieszczono tam szereg pozytywnych opinii
u¿ytkowników wynalazku. Na stronie tytu³owej umieœci³ autor reprodukcje dwóch
medali I klasy, jakie uzyska³o urz¹dzenie. W roku 1861 otrzyma³o ono mianowicie
Z³oty Medal Akademii Przemys³u, Rolnictwa, Manufaktur i Komercji, a w roku
1863  taki¿ medal Akademii Sztuk i Rzemios³.

Tak wiêc, obydwaj zapomniani przez encyklopedie bracia ChodŸkowie, Stani-
s³aw i Napoleon Feliks, godnie przyczynili siê do  s³awy rodziny. Tyle, ¿e ich s³awa
zosta³a zapomniana, bo s³awa wynalazców nie jest tak trwa³a, jak s³awa literatów.
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526-528 (1989).

[20] Fumivore ChodŸko brevété S.G.D.G. en France et à l’Etranger,  Paris (bez daty).

Praca wp³ynê³a do Redakcji 11 czerwca 2008
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SPRAWOZDANIE KOMITETU G£ÓWNEGO
OLIMPIADY CHEMICZNEJ

Z LIV OLIMPIADY CHEMICZNEJ
W ROKU SZKOLNYM 2007/08

W roku szkolnym 2007/08 odby³a siê LIV Olimpiada Chemiczna.
Zawody, jak w latach poprzednich, rozpoczê³y siê etapem wstêpnym, w trakcie

którego uczniowie, indywidualnie, w dowolnym miejscu i czasie, rozwi¹zali zada-
nia z folderu (korzystaj¹c z potrzebnych im materia³ów). Na podstawie rozwi¹za-
nych zadañ nauczyciele do etapu pierwszego zakwalifikowali 942 uczniów, czyli
o 93 mniej ni¿ w roku ubieg³ym, ale o 117 wiêcej ni¿ w roku szkolnym 2002/2003
(Tab. 1).

Etap I odby³ siê 17.11.2007 r. w kilkunastu wiêkszych miastach Polski, pod
nadzorem komisji powo³anych przez Komitety Okrêgowe. Zawodnicy rozwi¹zali
5 zadañ teoretycznych. Na podstawie uzyskanych wyników, Komitet G³ówny zakwa-
lifikowa³ do nastêpnego etapu 334 zawodników, którzy osi¹gnêli co najmniej 2/3
œredniej arytmetycznej ³¹cznych wyników trzech najlepszych prac w tych zawo-
dach.

Etap II odby³ siê 25 i 26 stycznia 2008 r. w trzynastu punktach, bêd¹cych siedzi-
bami Komitetów Okrêgowych. Uczniowie mieli do rozwi¹zania 5 zadañ teoretycz-
nych oraz jedno zadanie laboratoryjne. Wziê³o w nich udzia³ 334 zawodników, do
fina³u (III etapu) Komitet G³ówny zakwalifikowa³ 98 uczniów.

Zaraz po zakoñczeniu zawodów laboratoryjnych w Okrêgu Kieleckim i Wro-
c³awskim odby³y siê uroczystoœci zakoñczenia Olimpiady Chemicznej na szczeblu
Okrêgowym, gdzie zosta³y wrêczone zawodnikom zaœwiadczenia uczestnictwa
w II etapie LIV Olimpiady Chemicznej.
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Tabela 1. Uczestnictwo uczniów w LIV Olimpiadzie Chemicznej w poszczególnych okrêgach

W Kielcach – nagrody ksi¹¿kowe dla wszystkich uczestników ufundowali –
Kurator woj. œwiêtokrzyskiego, które wrêczy³ mgr Waldemar Majchrzykiewicz –
wizytator, J. Betnarski (V-ce Prezydent Czêstochowy), J. Borowski (burmistrz Sando-
mierza), Starosta pow. ostrowieckiego, Starosta pow. skar¿yñskiego. Pani Barbara
Têgiewicz (dyrektor Collegium Gostomianum w Sandomierzu wrêczy³a wszystkim
kalendarze na 2008 rok, a od Z.Ch. „Organika-Sarzyna” wszyscy dostali upominki
w postaci koszulek i polarów.

We Wroc³awiu darczyñcami dla zawodników byli: prof. dr hab. L. Komorowski
(dziekan Wydzia³u Chemicznego Politechniki Wroc³awskiej), prof. dr hab. J. So³oducho
(pe³nomocnik dziekana ds. promocji Wydzia³u Chemicznego Politechniki Wroc³aw-
skiej), prof. dr hab. Florian Pruchnik (przewodnicz¹cy Oddzia³u Wroc³awskiego
PTCH), Burmistrz Szczawna Zdroju – ufundowali dla wszystkich nagrody ksi¹¿-
kowe, a firma „Vitrosilicon z I³owy ufundowa³a dla wszystkich kubeczki, skarbon-
ki, smycze i d³ugopisy.

W dniu 5 kwietnia uroczystoœæ na szczeblu okrêgowym obchodzili zawodnicy
okrêgu Poznañskiego, gdzie piêciu najlepszych zawodników i ich nauczyciele zos-
tali nagrodzeni ksi¹¿kami ufundowanymi przez prof. dr hab. Grzegorza Schroedera
(dziekana Wydzia³u Chemicznego Uniwersytetu Adama Mickiewicza) i prof. dr hab.
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Bohdana Skalskiego (prezesa Oddzia³u Poznañskiego PTCH). Podczas II etapu wszy-
scy zawodnicy, podobnie jak we Wroc³awiu, zostali obdarowani przez firmê „Vitro-
silicon”.

18 kwietnia zawodnicy ze Szczecina zostali zaproszeni na uroczystoœæ, gdzie
nagrodami w postaci ksi¹¿ek PWN obdarowa³ ich prof. dr hab. Eugeniusz Milchert
(dziekan Wydzia³u Technologii i In¿ynierii Chemicznej Politechniki Szczeciñskiej,
a Artur Ga³êski (Kurator Zachodniopomorski) ufundowa³ zawodnikom pi³ki, ¿eby
podczas nauki nie zapominali o wypoczynku.

9 maja w Lublinie, w uroczystoœci zakoñczenia II etapu wziê³o udzia³ 8 zawod-
ników i ich nauczyciele, ale obecni byli tak¿e prof. dr hab. W³adys³aw Janusz
i prof. dr hab. Janusz Ryczkowski (prodziekani Wydzia³u Chemii UMCS), przedsta-
wiciele Oddzia³u Lubelskiego PTCH oraz osoby wspó³pracuj¹ce przy organizacji
kó³ka Olimpijskiego w Lublinie. By³ tak¿e obecny p. Czes³aw Koœciug – dyrektor
ds. sprzeda¿y SODA POLSKA. Tu po wys³uchaniu wyk³adu prof. dr hab. Zofii Rz¹-
czyñskiej te¿ nast¹pi³o wrêczenie nagród zawodnikom i ich nauczycielom, a póŸ-
niej spotkanie przy degustacji tortu z logo zak³adów SODA POLSKA SA. Fundato-
rami nagród, poza „Sod¹ Polska”, by³y tak¿e CEMEX, Wytwórnia Surowic i Szcze-
pionek BIOMED, Instytut Nawozów Sztucznych w Pu³awach oraz Dziekan
Wydzia³u Chemii UMCS.

28 marca b.r. w trzech pracowniach Wydzia³u Chemicznego Politechniki War-
szawskiej odby³y siê fina³owe zawody laboratoryjne. Zawodnicy mieli do rozwi¹za-
nia dwa zadania – jedno jakoœciowe oraz drugie iloœciowe. Podczas oznaczenia próbki
musieli nie tylko miareczkowaæ, ale równie¿ zinterpretowaæ widmo. Nastêpnego
dnia w sobotê w salach Wydzia³u Chemii Uniwersytetu Warszawskiego odby³y siê
zawody teoretyczne. Zawodnicy mieli do rozwi¹zania 5 zadañ teoretycznych. Treœæ
wszystkich zadañ wraz z modelowymi rozwi¹zaniami zamieszczona jest na stronie
Olimpiady w Internecie. Po dwukrotnym sprawdzeniu ka¿dego zadania, Komitet
G³ówny wy³oni³ 30 laureatów i 8 wyró¿nionych oraz 4 reprezentantów Polski na
Olimpiadê Miêdzynarodow¹.

Zadania fina³owe LIV Olimpiady Chemicznej nie by³y ³atwe. Zwyciêzca –
£ukasz Krawiec uzyska³ 126,5 pkt., wyprzedzaj¹c nastêpnego laureata, którym
zosta³ drugoklasista Mateusz Snamina, o 20 pkt. Laureatem mo¿na by³o zostaæ
dopiero po uzyskaniu 72,75 pkt. a wyró¿nionym – 64,75 pkt.

Lista Laureatów i Wyró¿nionych zosta³a zamieszczona w Tabeli 2 i 3. Na pod-
kreœlenie zas³uguje fakt, ¿e na 30 laureatów 10 jest z V LO im. Ksiêcia Józefa Ponia-
towskiego w Warszawie.
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Na XL Olimpiadzie Miêdzynarodowej w Budapeszcie Polskê bêd¹ reprezento-
wali: £ukasz Krawiec, Tomasz Biczel, Jakub Mróz i Oskar Sala (który w tym
roku po raz czwarty zosta³ laureatem). Zawodnikiem rezerwowym jest Jakub Sewe-
ryn.

W dniach 5 czerwca w Radomiu odby³a siê sesja naukowa poœwiêcona rocz-
nicy 55 lat pracy ko³a Olimpijskiego przy VI LO w Radomiu, którego twórc¹ by³
pocz¹tkowo samodzielnie dr Stanis³aw Banaszkiewicz, nastêpnie w pracy z m³o-
dzie¿¹ pomaga³a Mu ma³¿onka Anna Banaszkiewicz, a obecnie by³a uczennica Ewa
Serafin. Ko³o to wykszta³ci³o ju¿ 119 Laureatów Olimpiady Chemicznej.

 Laureaci, wyró¿nieni i ich opiekunowie zostali zaproszeni na zakoñczenie Olim-
piady w sobotê 7 czerwca do Auli Wydzia³u Chemii Uniwersytetu Warszawskiego.

W tym uroczystym dniu odwiedzili nas goœcie, którzy wspierali Komitet G³ówny
zarówno w pracy, jak i finansowo w nagradzaniu laureatów, byli nimi prof. dr hab.
Janusz Jurczak, Przewodnicz¹cy III Wydzia³u PAN, prof. dr hab. Marek Chmielew-
ski, dyrektor Instytutu Chemii Organicznej PAN, dr hab. In¿. Jacek Gregorowicz,
który reprezentowa³ dyrektora Instytutu Chemii Fizycznej PAN – prof. dr hab. Alek-
sandra Jab³oñskiego, prof. dr hab. W³adys³aw Wieczorek, dziekan Wydzia³u Che-
micznego Politechniki Warszawskiej, dr hab. Rafa³ Siciñski, który reprezentowa³
prof. dr hab. Grzegorza Cha³asiñskiego, dziekana Wydzia³u Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego, prof. dr hab. Marek Krygowski, laureat pierwszych dwóch Olim-
piad Chemicznych oraz by³y prezes PTCH, mgr Ma³gorzata ̄ uber-Zielicz przedsta-
wicielka w³adz samorz¹dowych Warszawy, a jednoczeœnie przewodnicz¹ca Stowa-
rzyszenia na Rzecz Uzdolnionych. Na podkreœlenie zas³uguje obecnoœæ Pana Walde-
mara Grzegorczyka, reprezentanta Grupy Chemicznej CIECH S.A., która w ramach
sponsoringu objê³a patronatem II etap LIV Olimpiady Chemicznej. Dziêki temu
wszyscy zawodnicy ju¿ w pierwszym i drugim etapie zostali obdarowani drobnymi
upominkami przez przedstawicieli zak³adów chemicznych wchodz¹cych w sk³ad
grupy. Wszyscy finaliœci otrzymali Antologiê Komiksu Powstania Warszawskiego,
a Nauczyciele Opiekunowie Laureatów tak¿e piêkne teczki na zbieranie dokumen-
tacji swoich podopiecznych. Komitet G³ówny zosta³ w swoich dzia³aniach wsparty
finansowo.

Prof. dr hab. Jerzy Szyd³owski wrêczy³ Laureatom, Wyró¿nionym oraz ich Nau-
czycielom dyplomy i nagrody od Komitetu G³ównego Olimpiady Chemicznej; by³y
to komputer przenoœny dla zwyciêzcy, mini komputery przenoœne dla trzech nastêp-
nych zawodników, palmtopy dla 9 nastênych i odtwarzacze dla pozosta³ych laurea-
tów a bezprzewodowe telefony dla wyró¿nionych oraz ksi¹¿ki podarowane przez
PWN i WNT, akcesoria do komputerów podarowane przez POLFÊ – Warszawa,
torby podró¿ne, kubeczki, koszulki, smycze i d³ugopisy od ADAMEDU.

Nauczyciele otrzymali skromne nagrody pieniê¿ne.
Jak zwykle od kilku lat, by³y te¿ nagrody specjalne.
Zwyciêzca LIV Olimpiady Chemicznej, £ukasz Krawiec, otrzyma³ nagrodê pie-

niê¿n¹ ufundowan¹ przez Komitet Chemii PAN.
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Mateusz Snamina – od Dziekana Wydzia³u Chemii U.W. a Pawe³ Teterycz –
od Dziekana Wydzia³u Chemicznego P.W., – kamery cyfrowe.

Nagrody za najlepiej rozwi¹zane zadania z chemii organicznej, od Dyrektora
Instytutu Chemii Organicznej PAN, otrzymali £ukasz Krawiec i Oskar Sala.

Nagrody za najlepiej rozwi¹zane zadania z chemii fizycznej, od Dyrektora Insty-
tutu Chemii Fizycznej PAN, otrzymali Tomasz Biczel i Mateusz Snamina.

Tradycyjnie Prezes spó³ki ADAMED ufundowa³ nagrody, w postaci z³otych
bransoletek Laureatce i Wyró¿nionym Dziewczêtom, a trzem pierwszoklasistom
zegarki.

Wszyscy Finaliœci otrzymali zaœwiadczenia, które wystawia Komitet G³ówny,
a które stanowi¹ podstawê przyznania odpowiednich uprawnieñ przy przyjmowa-
niu na I rok studiów wy¿szych oraz zwalniaj¹ z not¹ najwy¿sz¹ z egzaminu matural-
nego.

W tym roku, dziêki sponsorom, wszystkich przyje¿d¿aj¹cych poczêstowaliœmy
kanapkami przed uroczystoœci¹, a po czêœci oficjalnej by³ indyk z warzywami,
kanapki, ciasta, sa³atka owocowa i oczywiœcie napoje. Pozwoli³o to na d³u¿sz¹ przy-
jacielsk¹ rozmowê wszystkich goœci.

Zakoñczenie jednej Olimpiady to ju¿ czas przygotowañ do nastêpnej. Kolejna
LV Olimpiada Chemiczna odbêdzie siê w nastêpuj¹cych terminach:

31.10.2008 r. – ostateczny termin przesy³ania zg³oszeñ i prac etapu wstêpnego
do Komitetów Okrêgowych.

22.11.2008 r. – I etap zawodów
30 i 31.01. 2009 r. – II etap zawodów
27 i 28.03.2009 r. – III etap zawodów.

Sponsorzy LIV Olimpiady Chemicznej:
01. Ministerstwo Edukacji Narodowej i Sportu
02. Prezes Polskiego Towarzystwa Chemicznego
03. Komitet Chemii Polskiej Akademii Nauk
04. Dyrektor Instytutu Chemii Organicznej PAN
05. Dyrektor Instytutu Chemii Fizycznej PAN
06. Dyrektor Instytutu Chemii Przemys³owej
07. Dziekan Wydzia³u Chemicznego Politechniki Warszawskiej
08. Dziekan Wydzia³u Chemii Uniwersytetu Warszawskiego
09. Rektor Wy¿szej Szko³y Kosmetyki i Pielêgnacji Zdrowia
10. Prezes Grupy Chemicznej CIECH S.A.
11. Prezes Zak³adów Chemicznych „ORLEN”
11. Prezes „ADAMED” Sp. z o.o.
12. Prezes Zarz¹du Warszawskich Z.F. „POLFA”
13. Prezes Zarz¹du Spó³ki CEMEX
14. Dyrektor Wydawnictw Naukowo-Technicznych
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15. Redaktor Dzia³u Matematyki i Nauk Przyrodniczych PWN
16. Prezes SIGMA–ALDRICH Sp. z o.o.
Patroni Medialni: Chemia w Szkole, Przemys³ Chemiczny, Rynek Chemiczny,

Laboratorium i Wiadomoœci Chemiczne.

mgr Wanda Szel¹gowska

Fot. 1. Goœcie oficjalni, którzy wspieraj¹ olimpiadê
(od lewej strony siedz¹: Teresa Kowalczyk – Przemys³ Chemiczny, prof. Pawe³ Kulesza (od wrzeœnia 2008 r. –

Dziekan Wydz.Chemii U.W.), prof. Marek Krygowski, mgr Ma³gorzata ¯uber-Zielicz,
dyrektor Waldemar Grzegorczyk, mgr Ewa i prof. Marek Chmielewscy, prof. Janusz Jurczak

Fot. 2. Zwyciêzca £ukasz Krawiec otrzymuje nagrodê Komitetu Chemii od prof. J. Jurczaka
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Fot. 3. Dru¿yna na 40 ICHO
(od lewej Jakub Mróz, £ukasz Krawiec, Oskar Sala, Tomasz Biczel i Jakub Seweryn (rezerwowy))

Wp³ynê³o do Redakcji 14 lipca 2008
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NOWE WYDAWNICTWA

K.H. Lautenschlager, W. Schröter, A. Wanninger, Nowoczesne Kompendium Chemii. t³umaczenie
zbiorowe z jêzyka niemieckiego (tytu³ orygina³u: „Taschenbuch der Chemie”) pod redakcj¹ naukow¹
Profesora G. Mlostonia, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2007, str. 877, oprawa twarda.

Uczniowie, studenci wielu wydzia³ów stykaj¹cy siê z chemi¹ na zró¿nicowanym poziomie, pracow-
nicy naukowi, dla których wiedza chemiczna w stopniu co najmniej podstawowym jest niezbêdna, otrzy-
mali bardzo pomocne, doœæ nowoczesne Ÿród³o informacji i wiedzy, jakim jest polskie wydanie znanego
w Niemczech „Taschenbuch der Chemie”, które tam ukaza³o siê a¿ 20 razy.

Ostatnie wydanie, poprawione i uzupe³nione, wysz³o w 2005 roku w Wissenschaftlicher Verlag
Harri Deutsch GmbH i zosta³o przez grupê wytrawnych t³umaczy pod redakcj¹ naukow¹ Profesora Grzego-
rza Mlostonia doskonale przet³umaczone i zredagowane pod k¹tem potrzeb polskiego czytelnika, w ró¿-
nym stopniu znaj¹cego chemiê.

Wydanie polskie ukaza³o siê w ubieg³ym roku pod tytu³em „Nowoczesne Kompendium Chemii”.
Uk³ad treœci Kompendium przypomina klasyczny podrêcznik chemii. Zgadzam siê z Autorami orygina³u
i t³umaczami polskimi, ¿e dziêki temu Kompendium bêdzie rzeczywiœcie spe³niaæ rolê podrêcznika
Chemii dla czytelników, którzy w ró¿nym stopniu opanowali wczeœniej wiedzê chemiczn¹, oraz dla tych,
którzy nieco od chemii odeszli, ale chcieliby j¹ sobie przypomnieæ.

W takiej roli Kompendium prawdopodobnie sprawdzi siê dobrze. Pewnym niedostatkiem jego zawar-
toœci jest brak niektórych nowoczesnych ga³êzi chemii, które powsta³y i rozwinê³y siê w ostatnim pó³wie-
czu. Do takich dziedzin chemii nale¿¹ m.in. chemia koordynacyjna, kataliza (homo- i heterogeniczna)
w syntezie organicznej, chemia materia³ów.

Mo¿na mieæ zastrze¿enia co do nowoczesnoœci ujêcia niektórych tematów, np. dotycz¹cych chemii
koordynacyjnej, oraz brak niektórych pojêæ, takich jak np.: zwi¹zki metaloorganiczne, ciecze jonowe,
stopione sole itp.

Wprawdzie niemieccy autorzy Kompendium pisz¹ w przedmowie do wydania 20, ¿e w celu unowo-
czeœnienia treœci korzystali z uwag wielu specjalistów, ale nie wynika to z zestawu „Literatury uzupe³nia-
j¹cej”, która – jak na rok wydania 2005 jest nieco „podstarza³a”.

Redaktor wydania polskiego znacznie wzbogaci³ i unowoczeœni³ wykaz literatury dodatkowej
i przez to czytelnik polski ma szanse siêgn¹æ do bardziej nowoczesnych Ÿróde³.

Reasumuj¹c uwa¿am, ¿e wydane przez PWN „Kompendium Chemii”, raczej przesadnie w tytule
nazwane „Nowoczesnym”, by³o celowym przedsiêwziêciem i bêdzie bardzo u¿yteczn¹ pomoc¹ dla szerokiej
rzeszy czytelników, ale nie bêdzie skróconym podrêcznikiem do nauczania chemii.

Józef J. Zió³kowski
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INFORMACJE

INFORMACJA  REDAKCJI  „WIADOMOŒCI  CHEMICZNYCH”

Redakcja „Wiadomoœci Chemicznych” w porozumieniu z Rad¹ Redakcyjn¹
kontynuuje inicjatywê podjêt¹ na konferencji Dziekanów Wydzia³ów Chemicznych
„CHEMIA08”, która odby³a siê w czerwcu 2008 roku w Krynicy-Zdrój.

Zgodnie z t¹ inicjatyw¹ poszczególne oœrodki chemiczne (przede wszystkim
uczelniane) w Polsce mog¹ publikowaæ w „Wiadomoœciach Chemicznych” infor-
macje o swojej dzia³alnoœci.

Uwaga, zmiana numeru konta Redakcji „Wiadomoœci Chemiczne”

Bank PEKAO SA
Oddzia³ we Wroc³awiu
pl. Powstañców Œl¹skich
50-950 Wroc³aw
NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781

Uwaga, zmiana w Regulaminie!

Od numeru 1-2/2008 Wiad. Chem. podpisy pod rysunkami, schematami, foto-
grafiami, tabelami itp. nale¿y przesy³aæ tak¿e w jêzyku angielskim.
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